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RÉSUMÉ 
 
 L’adiponectine, une adipokine aux niveaux plasmatiques inversement 
associés aux composantes du syndrome métabolique, protège contre l’athérosclérose 
et réduit les risques d’infarctus du myocarde. Les cellules progénitrices endothéliales 
(EPCs) jouent un rôle dans la réparation vasculaire et leur nombre est réduit chez les 
patients atteints de maladies cardiovasculaires. Nous croyons que les effets de 
l’adiponectine peuvent s’expliquer entre autres via ses interactions avec les EPCs.  
 
 Trois sous-population d’EPCs, isolées du sang de donneurs sains, ont été 
caractérisées par immunophénotypage par cytométrie en flux. L’expression des 
récepteurs de l’adiponectine, AdipoR1, AdipoR2 et H-cadherin par les EPCs et les 
cellules endothéliales a été évaluée par qPCR. Les effets de l’adiponectine sur la 
migration et l’apoptose des EPCs et sur l’apoptose des HUVECs ont été étudiés. 
L’expression de l’élastase des neutrophiles par les EPCs et son activité ont été testées. 
 
 Les résultats de qPCR montrent que l’AdipoR1 est plus fortement exprimé 
que l’AdipoR2 alors qu’H-cadhérine n’est pas détectable dans les EPCs. Les EPCs 
précoces expriment aussi l’élastase. L’expression d’AdipoR1 a été confirmée par 
immunobuvardage. L’adiponectine augmente de façon significative la survie de deux 
sous-populations d’EPCs, mais pas celle des HUVECs, en condition de privation de 
sérum. L’activité de l’élastase a été confirmée dans le milieu conditionné par les 
EPCs. 
 
 Les EPCs expriment les récepteurs de l’adiponectine et l’élastase. 
L’adiponectine protège les EPCs contre l’apoptose et pourrait augmenter leur 
capacité de réparation vasculaire. L’activité élastase des EPCs pourrait moduler 
localement l’activité de l’adiponectine par la génération de sa forme globulaire. 
 
Mots clés : athérosclérose, apoptose, réparation vasculaire, adipokine, élastase des 
neutrophiles. 
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ABSTRACT 
 
 Adiponectin, an adipokine whose plasma levels are inversely correlated to 
metabolic syndrome components, protects against atherosclerosis and reduces 
myocardium infarction-associated risks. Endothelial progenitor cells (EPCs) are 
involved in vascular repair and their number is reduced in patients with 
cardiovascular disease. We hypothesized that positive effects of adiponectin against 
atherosclerosis are explained in part by its interaction with EPCs.   
 
 EPCs were obtained from healthy volunteers’ venous blood by mononuclear 
cell isolation and plating on collagen-coated dishes. Three subpopulations of EPCs 
were characterized by flow cytometry immunophenotyping. Expression of 
adiponectin receptors, AdipoR1, AdipoR2 and H-cadherin was evaluated by qPCR in 
EPCs and endothelial cells. Effects of recombinant adiponectin on apoptosis of EPCs 
and HUVECs were assessed. Expression of neutrophil elastase by EPCs and 
enzymatic activity on adiponectin processing were assessed. 
 
 Quantitative PCR of EPCs and HUVECs mRNA showed a higher expression 
of AdipoR1 compared to AdipoR2 and no expression of H-cadherin in EPCs. 
Expression of AdipoR1 in EPCs was confirmed by Western Blot. We demonstrated 
that early EPCs express neutrophil elastase. Adiponectin significantly increased 
survival of two subpopulations of EPCs in condition of serum deprivation but had no 
effects on HUVECs. Neutrophil elastase activity was confirmed in EPCs conditioned 
media. 
 
 Adiponectin protects some EPCs subpopulations against apoptosis and 
therefore could modulate their involvement in vascular repair. Neutrophil elastase 
activity of EPCs could locally modify adiponectin activity by its ability to generate 
the globular form of adiponectin. 
 
Key words: atherosclerosis, apoptosis, vascular repair, adipokine, neutrophil elastase. 
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 INTRODUCTION 
 
 La recherche sur les maladies cardiovasculaires est en plein essor car bien 
que la mortalité liée aux maladies cardiovasculaires ait diminué de plus de 50% dans 
les vingt-cinq dernières années (Fondation des maladies du cœur, 2006), les maladies 
cardiovasculaires sont toujours la cause de plus de décès que toutes autres maladies 
au Canada (Statistiques Canada, 2006). De plus, avec la hausse du taux d’embonpoint 
et d’obésité, le vieillissement de la population et la sédentarité grandissante, on peut 
s’attendre à voir la mortalité liée aux maladies cardiovasculaires augmenter. Les 
facteurs de risques liés aux maladies cardiovasculaires sont nombreux et huit 
canadiens sur dix présentent au moins un de ces facteurs de risques soit 
l’hypertension artérielle, le diabète, le tabagisme, l’embonpoint et l’inactivité 
physique (Fondation des maladies du cœur, 2006). Les traitements actuels étant 
malheureusement souvent insuffisants pour permettre la régression des diverses 
pathologies cardiovasculaires, de nouvelles cibles thérapeutiques et avenues de 
traitement sont en développement.  
 
 
A. L’ATHÉROSCLÉROSE 
  
 L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique et complexe 
s’attaquant aux grandes et moyennes artères. Son développement s’étend sur 
plusieurs années chez l’homme. Son évolution discrète commence dès la fin de 
l’adolescence et les premières évidences cliniques n’apparaissent généralement pas 
avant l’âge de 45 ans (Wilson, 2005). L’athérosclérose amène de nombreuses 
conséquences pathologiques comme les maladies des coronariennes 
athérosclérotiques (MCAS) menant entre autre aux infarctus du myocarde, les 
maladies des artères périphériques et les accidents vasculaires cérébraux (AVC) 
thrombotiques (Wilson, 2005). 
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A.1. Évolution de la plaque 
  
 L’athérosclérose se développe par plusieurs mécanismes consécutifs et 
interdépendants qui mènent à la formation de lésions ou plaques. Les lésions 
athérosclérotiques sont d’abord caractérisées par des dépôts lipidiques sous 
l’endothélium.  L’oxydation de  lipoprotéines de faible densité (LDL) au niveau de 
l’intima des vaisseaux serait à l’origine de ces dépôts lipidiques initiateurs 
d’athérosclérose (Navab et al., 1996; Steinberg and Witztum, 1999). Les LDL 
deviendraient sensibles à l’oxydation lorsque retenues par la matrice extracellulaire 
des parois artérielles (Williams and Tabas, 1998). Les LDL oxydées (oxLDL) 
deviennent alors des molécules fortement proinflammatoires et proathérogènes; elles 
induisent entre autres des modifications de l’expression de molécules d’adhésion et 
chimiotactiques par les cellules endothéliales (Glass and Witztum, 2001). Par leur 
présence et les modifications qu’elles produisent aux cellules endothéliales, les 
oxLDL induisent le recrutement de monocytes qui se différencient en macrophages 
(Steinberg and Witztum, 1999). Les oxLDL sont captées par  les macrophages via 
leurs récepteurs «éboueurs» (scavenger receptors) (Yamada et al., 1998) et leur 
accumulation mène à la formation de cellules spumeuses, caractérisées par la 
présence de gouttelettes lipidiques de cholestérol estérifié (Glass and Witztum, 2001).   
 
 L’interaction entre les cellules spumeuses et les lymphocytes T enclenche le 
processus inflammatoire chronique qui caractérise l’athérosclérose. À ce stade, la 
progression de la plaque est influencée par ces interactions et la plaque se transforme 
d’un simple dépôt lipidique en une lésion complexe. La transition s’effectue par la 
migration des cellules musculaires lisses de la media vers l’intima. Ces cellules 
peuvent proliférer, accumuler des lipoprotéines modifiées, contribuant à la formation 
de cellules spumeuses, et sécréter des protéines de la matrice extracellulaire qui vont 
former une chape fibreuse à la surface de la plaque (Ross, 1999; Steinberg and 
Witztum, 1999). Sous cette chape protectrice se forme un noyau nécrotique et 
lipidique à partir des macrophages et cellules musculaires lisses chargés de 
cholestérol. De par l’épaississement de la plaque, celle-ci peut causer des dommages 
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ischémiques en diminuant le diamètre disponible du vaisseau. Par contre, les 
principales complications de l’athérosclérose, soit l’infarctus du myocarde et 
l’accident vasculaire cérébral, sont causés par la rupture de la plaque (Davies et al., 
1993; Lee and Libby, 1997). Sous l’effet des métalloprotéinases de la matrice (MMP) 
sécrétées par les macrophages, la chape fibreuse s’affaiblit et peut se briser (Galis et 
al., 1994). Les lipides et le facteur tissulaire de la plaque se trouvent alors en contact 
avec les composants du sang initiant ainsi la cascade de coagulation, l’adhésion des 
plaquettes et la formation d’un thrombus (Glass and Witztum, 2001).  
 
A.1.1. Transport inverse du cholestérol 
 
 Le transport inverse du cholestérol est un mécanisme permettant le transport 
du cholestérol des tissus périphériques vers le foie pour son excrétion dans la bile 
(Glomset, 1968). L’athérosclérose se caractérise par un débalancement entre le dépôt 
et le retrait de cholestérol dans les lésions endothéliales (Ross and Glomset, 1973). Il 
a été mentionné plus haut que l’accumulation de cholestérol dans les macrophages est 
une étape essentielle du développement de l’athérosclérose. Ainsi, le transport inverse 
du cholestérol est une des voies importantes de régulation du développement de la 
pathologie athérosclérotique. 
 
 Le transport inverse du cholestérol se fait via les lipoprotéines de haute 
densité (HDL). La principale composante protéique des HDL, l’apolipoprotéine A-1 
(apoA-1), est synthétisée dans le foie et l’intestin (Green et al., 1978; Hamilton et al., 
1976). La lipidation de l’apoA-1, grâce au transporteur à cassette liant l’adénosine 
triphosphates (ATP) A1 (ABCA1), est essentielle à la formation des HDL dans leur 
forme naissante, pauvre en lipides (Schaefer et al., 1978). Ce transporteur, aussi 
exprimé au niveau des macrophages, est responsable d’une partie de l’efflux de 
cholestérol de ces cellules vers les particules HDL pauvre en lipides. Un transporteur 
de la même famille, le transporteur à cassette liant l’ATP G1 (ABCG1), permet plutôt 
l’efflux du cholestérol vers les HDL matures (Cuchel and Rader, 2006). Ces 
transporteurs sont régulés par les récepteurs nucléaires X du foie (LXR) α et β 
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(Tontonoz and Mangelsdorf, 2003). Il est aussi possible que les récepteurs activés par 
les proliférateurs des peroxysomes (PPAR) α et γ, qui promeuvent l’efflux du 
cholestérol des macrophages, agissent en régulant à la hausse les LXR (Chawla et al., 
2001; Chinetti et al., 2001). La dernière molécule impliquée dans l’efflux de 
cholestérol est le récepteur « éboueur » classe B type I (SR-BI) qui, bien qu’il soit 
impliqué au niveau de la capture de cholestérol par les cellules, peut aussi 
promouvoir l’efflux de cholestérol vers les HDL matures (Yancey et al., 2000). SR-
BI est aussi exprimé dans le foie où il est responsable de la capture sélective du 
cholestérol des HDL. Il permet la capture du cholestérol libre et estérifié (Ji et al., 
1999; Wang et al., 1998). Le cholestérol estérifié peut aussi être transféré vers les 
lipoprotéines contenant l’apolipoprotéine B (apoB) en échange avec des triglycérides 
par la protéine de transfert du cholestérol estérifié (CETP) (Barter et al., 2003; 
Yamashita et al., 2000).  
 
A.2. Syndrome métabolique 
 
 Le concept de ce qui est maintenant appelé le syndrome métabolique existe 
depuis longtemps et a été décrit dans la littérature scientifique dès le début du 20e 
siècle (Kylin, 1923). La définition actuelle du syndrome métabolique varie entre 
différentes institutions mais inclut principalement la régulation altérée du glucose, la 
résistance à l’insuline, la dyslipidémie, l’hypertension et l’obésité centrale (au niveau 
de la taille) (NCEP, 2001; WHO, 1999). 
 
A.2.1. Hypertension artérielle 
 
 De nombreuses études ont corrélé l’hypertension artérielle avec le risque 
d’infarctus du myocarde et d’AVC (Kannel et al., 1971; O'Donnell and Kannel, 1998; 
Rutan et al., 1988). Même de petites variations de pression sont suffisantes pour avoir 
un effet sur le système cardiovasculaire et prédisposer à des événements cliniques 
(Vasan et al., 2001). L’hypertension artérielle endommage grandement les vaisseaux 
sanguins et mène souvent à la dysfonction endothéliale (Panza et al., 1990). Celle-ci, 
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on y reviendra, est partie intégrante du processus de développement de 
l’athérosclérose (Brunner et al., 2005). L’angiotensine II, responsable de la 
vasoconstriction et de la hausse de pression, est aussi connue pour causer plusieurs 
réactions menant à l’athérosclérose. Chez les cellules endothéliales, la hausse 
d’expression de molécules d’adhésion et de facteurs chimiotactiques due à 
l’angiotensine augmente l’adhésion des leucocytes, étape importante de la formation 
de dépôts lipidiques (Tayeh and Scicli, 1998). L’angiotensine II est aussi impliquée 
dans la hausse de la prolifération et de la migration des cellules musculaires lisses 
vasculaires (Handy and Gavras, 2005).  
 
A.2.2. Embonpoint et obésité 
 
 Il a été démontré il y a plusieurs années que les personnes obèses 
développent plus de maladies cardiovasculaires que les individus au poids normal 
(Kannel et al., 1967). Il a par contre fallu se demander si l’obésité en tant que telle est 
délétère ou si la corrélation observée est plutôt due à d’autres facteurs sous-jacents. 
En effet, l’obésité et l’embonpoint sont associés au diabète de type 2, à la 
dyslipidémie et à l’hypertension (Denke et al., 1993; Gordon et al., 1977; Stamler et 
al., 1978) qui sont tous des facteurs de risque de maladies cardiovasculaires. D’autres 
études tendent plutôt à démontrer que l’obésité joue un rôle indépendamment de ces 
facteurs de risques (Hubert et al., 1983; Manson et al., 1990). La nouvelle description 
du tissu adipeux en tant que glande endocrine vient supporter le rôle de l’obésité dans 
le développement de maladies cardiovasculaires. Les adipocytes ont la capacité de 
sécréter de nombreuses molécules qui agissent au niveau autocrine, paracrine et 
endocrine (Ahima and Flier, 2000; Miner, 2004). Des molécules produites par les 
adipocytes, deux adipocytokines, la leptine et l’adiponectine, semble avoir un effet 
majeur, bien qu’opposé, sur le système cardiovasculaire. Le potentiel proathérogène 
de la leptine en fait un marqueur associé à un risque accru de maladies 
cardiovasculaires (Bodary et al., 2005; Wallace et al., 2001). Au contraire, 
l’adiponectine possède des vertus antiathérogène et est inversement corrélée aux 
maladies cardiovasculaires (Okamoto et al., 2002; Pischon et al., 2004). De plus, 
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l’expression de la leptine et de l’adiponectine varie avec l’indice de masse corporelle 
(IMC); la leptine est surexprimée (Ahima and Flier, 2000) et l’adiponectine sous-
exprimée en condition d’embonpoint et d’obésité (Arita et al., 1999). 
 
A.2.3. Dyslipidémie 
 
 Le profil lipidique comprend plusieurs paramètres qui peuvent être altérés 
dans diverses pathologies. On s’intéresse généralement principalement aux 
triglycérides et aux diverses formes de particules transportant le cholestérol. 
L’hypertriglycéridémie est corrélé avec un risque élevé d’infarctus du myocarde et 
d’AVC (Hokanson and Austin, 1996; Tanne et al., 2001). Les lipoprotéines riches en 
triglycérides, les lipoprotéines de très faible densité (VLDL), semblent jouer un rôle 
direct dans la formation de lésion vasculaire et sont essentielles à la formation de 
LDL (Halle et al., 1999). L’hypercholestérolémie est l’un des facteurs de risques 
cardiovasculaire les plus importants à ce jour. Elle se caractérise par une hausse du 
niveau de cholestérol associé aux particules LDL et une baisse du cholestérol HDL 
sanguin. L’importance du taux de HDL sanguin a été mis à jour dans l’Étude 
Framingham (Castelli et al., 1986) et a été confirmé par la suite dans d’autres études 
(Jacobs et al., 1990; Stampfer et al., 1991). Le taux de LDL sanguin n’est 
généralement pas significativement augmenté dans le syndrome métabolique, par 
contre, la quantité d’apoB y est plus élevée (Bonora et al., 2003). Cela signifie que le 
nombre de particules LDL est plus élevé et que ces particules sont plus petites et plus 
denses. Il a aussi été démontré que les LDL petits et denses sont plus sensibles à 
l’oxydation (Ross, 1999) et sont donc de bons indices d’événement cardiovasculaires 
à venir (Austin et al., 1988).  
 
A.2.4. Hyperglycémie et diabète  
 
 Le diabète est l’un des principaux facteurs de risque des maladies 
cardiovasculaires car il est associé à une hausse de mortalité et de morbidité (Stamler 
et al., 1993). Les états pré-diabétiques de tolérance altérée au glucose et de niveaux 
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altérés de glucose à jeun sont suffisants pour augmenter les risques de maladies 
cardiovasculaires (DECODE, 2001; Khaw et al., 2001). La résistance à l’insuline, 
souvent associée au diabète de type II (Bonora et al., 2002; Del Prato et al., 1993), est 
aussi un facteur de risque indépendant des maladies cardiovasculaires (Hanley et al., 
2002). Des mécanismes moléculaires peuvent expliquer ces corrélations. Une 
hyperglycémie, même modérée, cause une dysfonction endothéliale et augmente les 
niveaux circulants de nitrotyrosine, ce qui suggère une augmentation du stress 
oxydant (Marfella et al., 2001). Sur des cellules en culture, les changements 
dysfonctionnels et biochimiques observés au niveau de l’endothélium en présence de 
haute concentration de glucose sont comparables à ceux causés par une exposition à 
des LDL en excès et à d’autres facteurs athérogènes (Coutinho et al., 1999). 
L’incubation de cellules endothéliales artérielles avec de hautes concentrations de 
glucose aurait comme premier effet d’augmenter le stress oxydant et la génération de 
superoxyde mitochondrial (Brownlee, 2001), d’où découleraient les modifications 
biochimiques menant à la dysfonction endothéliale (Panzer et al., 2005). Les acides 
gras libres ont souvent des niveaux plasmatiques plus élevés chez les patients avec 
diabète ou tolérance altérée au glucose. Ces molécules peuvent altérer la 
vasodilatation en inhibant entre autre la stimulation de la synthèse d’oxyde nitrique 
(NO) par l’insuline (Steinberg et al., 2000) et augmenter le stress oxydant (Inoguchi 
et al., 2000). L’augmentation du stress oxydant et la haute concentration en glucose 
caractéristique du diabète amène la formation de produits finis à glycosylation 
avancée (AGE) (Baynes, 2003). Les récepteurs pour ces produits sont exprimés par 
les macrophages, les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses (Schmidt 
et al., 1999). L’activation des récepteurs des AGE augmente le stress oxydant et la 
réponse inflammatoire dans les vaisseaux (Panzer et al., 2005). L’inhibition de la 
signalisation par les AGE prévient la formation de nouvelles lésions athéromateuse et 
arrête la progression de lésions existantes chez la souris (Bucciarelli et al., 2002; 
Schmidt et al., 1999). De plus, l’inhibition de la signalisation diminue les niveaux de 
collagénases et augmente les niveaux de collagène ce qui protège l’intégrité de la 
plaque et prévient sa rupture (Libby et al., 2002). L’adiponectine est aussi intimement 
liée au diabète. De bas niveaux plasmatiques d’adiponectine précèdent l’apparition du 
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diabète (Ruderman and Prentki, 2004). L’administration d’adiponectine chez les 
souris diminue la résistance à l’insuline (Yamauchi et al., 2003).  
 
A.3. Homocystéine 
 
 Un taux élevé d’homocystéine sanguin est un facteur de risque connu de 
l’athérosclérose et des maladies cardiovasculaires. Ce lien a été découvert dès 1969 
(McCully, 1969) et a été par la suite confirmé à plusieurs reprises (Wilcken and 
Wilcken, 1976), (Boushey et al., 1995). L’homocystéine est un sous-produit du 
processus de méthylation de molécules comme les protéines ou les phospholipides et 
est exporté rapidement hors de la cellule lors de sa formation et s’accumule donc dans 
le sang (Handy and Loscalzo, 2005). L’homocystéine a des effets athérogènes variés 
dont l’induction de stress oxydant et de la dysfonction endothéliale (Eberhardt et al., 
2000; Huang et al., 2001), la promotion de l’inflammation par l’induction de 
l’expression de molécules d’adhésion (Poddar et al., 2001; Silverman et al., 2002) et 
l’inhibition de la croissance cellulaires des cellules endothéliales par la répression de 
la cycline A (Wang et al., 2002a). 
 
A.4. Dysfonction endothéliale 
 
 La dysfonction endothéliale est le dénominateur commun de plusieurs 
facteurs de risques des maladies cardiovasculaires comme le diabète, le tabagisme ou 
l’obésité. Puisque l’endothélium vasculaire joue un rôle important dans le tonus et le 
remodelage vasculaire, sa dysfonction est une voie importante du développement des 
maladies vasculaires (Giannotti and Landmesser, 2007). La production de facteurs 
relaxants et constricteurs par l’endothélium permet le contrôle du tonus artériel en 
réponse à différents stimuli. La synthase endothéliale d’oxyde nitrique (eNOS) est 
responsable de la production du principal facteur relaxant, le NO (Palmer et al., 
1987), et son activité est réduite en conditions pathologiques (Wilcox et al., 1997), 
créant ainsi une dérégulation de la vasorelaxation lié à l’endothélium et de la fonction 
endothéliale (Giannotti and Landmesser, 2007). Le NO n’est pas seulement moins 
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produit, mais sa bioactivité est aussi réduite car les espèces réactives de l’oxygène 
(ROS) comme l’anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogène ou les hydroperoxydes 
lipidiques, causées par le stress oxydant, inactivent le NO relâché par les cellules 
endothéliales (Griendling and FitzGerald, 2003; Tomasian et al., 2000). La 
dérégulation de la vasorelaxation est exacerbée par la hausse des facteurs 
constricteurs comme l’endothéline, le thromboxane A2 et l’angiotensine II (Hamburg 
and Vita, 2005). En plus d’être vasorelaxant, le NO a aussi des effets anti-
inflammatoires. L’inflammation liée à l’athérosclérose cause la dysfonction 
endothéliale (Tonetti et al., 2007) et celle-ci accélère la progression de 
l’athérosclérose inflammatoire (Qian et al., 1999). En effet, l’inhibition de l’eNOS 
stimule l’expression de molécules d’adhésion des leucocytes et de chemokines qui 
favorisent l’infiltration de monocytes (De Caterina et al., 1995), étape importante du 
développement de l’athérosclérose. Il a été démontré que les cellules circulantes 
progénitrices endothéliales (EPCs), qui sont le sujet de la présente recherche, peuvent 
contribuer à la réparation endothéliale (Sorrentino et al., 2007) et ainsi améliorer la 
fonction endothéliale (Wassmann et al., 2006).  
 
A.5. Stress oxydant 
 
 La première hypothèse liant le stress oxydant à l’athérosclérose remonte à 
1989 et proposait que l’oxydation des LDL était la modification biologique 
nécessaire à la formation de cellules spumeuses (Steinberg et al., 1989). Cette 
hypothèse suppose que les oxLDL contribuent à l’athérosclérose de quatre façons : en 
haussant le recrutement des monocytes dans l’espace intimal, en inhibant la sortie des 
macrophages de l’intima, en augmentant la capture des lipoprotéines par les 
macrophages causant leur transformation en cellules spumeuses et en détruisant 
l’intégrité endothéliale par leur cytotoxicité (Quinn et al., 1985). Pour comprendre le 
rôle du stress oxydant, il faut d’abord en faire la définition. À l’origine, on ne 
considérait que les espèces réactives de l’oxygène faisant partie du stress oxydant. La 
conception actuelle du stress oxydant, comprenant d’autres espèces réactives, se 
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définie comme un déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants en faveur des 
oxydants, état pouvant mener à des dommages cellulaires (Sies, 1991).  
 
 Certains oxydants sont particulièrement importants dans le contexte de 
l’athérosclérose. Ceux-ci se divisent en deux catégories soit les radicaux libres, ions 
avec un électron non apparié, et les non-radicaux libres. Les principaux radicaux 
libres comprennent l’oxyde nitrique, qui a aussi des propriétés vasodilatatrices, et 
l’anion superoxyde. Ces deux espèces réactives peuvent se combiner pour donner un 
oxydant non-radical libre, le peroxynitrite, qui une fois protoné devient fortement 
réactif. Le peroxyde d’hydrogène, non radicalaire, complète ce groupe des principales 
molécules oxydantes dans l’athérosclérose (Stocker and Keaney Jr, 2005). Les cibles 
des oxydants varient selon leur nature. En effet, les radicaux libres réagissent surtout 
avec les lipides alors que les non-radicaux libres sont plus réactifs avec les protéines 
(Vissers et al., 1994). Toutes ces réactions peuvent mener à la formation de 
lipoprotéines oxydées. Plusieurs mécanismes vasculaires sont à l’origine des 
oxydants décrits ci-haut. La synthase de l’oxyde nitrique produit évidemment le NO, 
alors que des oxydases sont responsables de la formation de superoxyde. Dans des 
conditions de privation de substrat qui se présentent parfois dans l’athérosclérose, le 
flux normal d’électron dans l’eNOS peut être perturbé et l’enzyme produit des 
superoxydes au lieu du NO (Ruberg and Loscalzo, 2005). La respiration 
mitochondriale cause aussi une part des ROS (Stocker and Keaney Jr, 2005).  
 
 Le lien de causalité entre le stress oxydant et l’athérosclérose n’est pas 
évident, bien que plusieurs études lient l’athérosclérose à différents événement 
oxydants (Gopaul et al., 1995; Griendling et al., 2000; Morrow et al., 1995). Il a été 
démontré que la peroxydation des lipides n’est pas essentielle à la formation de 
cellules spumeuses (Witting et al., 1999) et qu’elle est seulement faiblement liée à 
l’athérosclérose (Keaney et al., 2003). De plus, aucun résultat probant de l’effet 
d’antioxydant sur l’athérosclérose n’est disponible. Certaines hypothèses mettent 
plutôt de l’avant que le stress oxydant serait un symptôme de l’athérosclérose 
découlant de l’inflammation (Stocker and Keaney Jr, 2005).  
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A.6. Inflammation 
  
 On ne peut parler d’athérosclérose sans insister sur l’aspect inflammatoire de 
cette pathologie. L’inflammation, réponse normale de l’organisme à une invasion, est 
un mécanisme adaptatif et homéostatique qui a pour but d’isoler et d’enlever un 
substrat non désiré et de permettre à du tissu sain de prendre sa place (Ruberg and 
Loscalzo, 2005). L’inflammation chronique décrite dans l’athérosclérose implique les 
monocytes circulants se différenciant en macrophages et les lymphocytes T recrutés 
au site de lésion. Ce recrutement est médié par les cellules endothéliales qui, une fois 
activées, expriment plus de molécules d’adhésion. Le déclenchement de cette 
activation est lié à l’hyperlipidémie et au dépôt de lipides dans l’intima (Cybulsky 
and Gimbrone, 1991; Gimbrone et al., 1990). L’inflammation joue un rôle non 
seulement dans l’initiation mais aussi dans la propagation de l’athérosclérose. Les 
macrophages présents dans l’intima sécrètent des cytokines qui augmentent 
l’activation des cellules endothéliales et intensifie le recrutement de cellules 
inflammatoires. La migration et la prolifération des cellules musculaires lisses ainsi 
que leur production de collagène et de fibronectine, amenant la création de la chape 
fibreuse, sont stimulées par les cytokines inflammatoires issues des macrophages et 
des lymphocytes T (Ruberg and Loscalzo, 2005). Si l’inflammation est grandement 
responsable de la création et de l’évolution de la plaque, elle l’est aussi de sa rupture. 
Histologiquement, les plaques ayant une grande infiltration de lymphocytes T et de 
macrophages sont plus vulnérables (Naghavi et al., 2003). Des métalloprotéinases de 
la matrice et des collagénases sont responsables de la dégradation de la chape fibreuse 
(Galis and Khatri, 2002) et ces enzymes sont produites par les macrophages, les 
cellules endothéliales et musculaires lisses vasculaires après stimulation par des 
cytokines inflammatoires comme le facteur de nécrose tumoral α (TNF-α) (Visse and 
Nagase, 2003). 
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B. L’ADIPONECTINE 
 
 Comme mentionné plus haut, l’adiponectine est une adipocytokine impliqué 
dans plusieurs mécanismes et facteurs de risques de l’athérosclérose. La découverte 
de cette protéine et de ses implications a ouvert la porte à une foule d’études plus 
approfondies.   
 
B.1. Caractéristiques structurelles 
 
 La découverte du gène AdipoQ par Hu et al. (Hu et al., 1996), est 
subséquente à la description d’une protéine, acrSP20, présente dans le plasma de la 
souris et exprimée exclusivement par les adipocytes (Scherer et al., 1995). La 
séquence de ce gène a permis de décrire une protéine de 247 acides aminés contenant 
une séquence signal de sécrétion clivé en N-terminal, un domaine variable, un 
domaine collagène et un domaine globulaire en C-terminal (Hu et al., 1996), structure 
extrêmement similaire à celle de acrSP20 (Scherer et al., 1995).  
 
 
 
Figure 1 : La structure de l’adiponectine. Adapté de Waki et al., 2005. 
 
 Au même moment, une autre équipe travaillait sur une protéine isolée du 
plasma humain qui avait la propriété de se lier à la gélatine. Cette protéine s’est par la 
suite révélée être celle issue du gène AdipoQ, l’adiponectine. La protéine isolée avait 
la capacité de s’oligomériser, puisque sur gel, la protéine existait en quatre formes, 
trois de ces formes n’existant qu’en conditions non dénaturantes. En conditions 
dénaturantes, la protéine a un poids moléculaire de 28 kilodaltons (kDa). Les formes 
oligomériques ont des poids moléculaires de 70 kDa, 150 kDa et de 440 kDa, 
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correspondants respectivement au trimère, à l’hexamère et à la forme de haut poids 
moléculaire (HMW) (Nakano et al., 1996). La formation des oligomères est possible 
grâce à des ponts disulfures qui sont nécessaires à la forme HMW et à l’hexamère 
mais non essentiel pour le trimère bien qu’ils soient présents (Tsao et al., 2003). Il a 
été démontré que plusieurs lysines du domaine collagène de l’adiponectine sont 
modifiées de façon post-traductionnelle par hydroxylation et glycosylation (Wang et 
al., 2002b) et que ces modifications sont essentielles à l’oligomérisation de la forme 
HMW (Pajvani et al., 2003; Wang et al., 2006). Certaines mutations ont été 
découvertes dans le gène AdipoQ dont une dans le domaine collagène qui hausse la 
sécrétion de l’adiponectine (Combs et al., 2004). D’autres mutations, associées au 
diabète et à l’hypoadiponectinémie, empêche la formation de certaines formes (Waki 
et al., 2003). Le calcium promeut la formation de la forme HMW et sa séquestration 
entraîne une baisse de l’oligomérisation de la forme HMW (Banga et al., 2008). Les 
différentes formes circulantes de l’adiponectine ont des fonctions et cibles différentes 
dans le métabolisme et la signalisation sur lesquelles nous reviendrons. 
 
B.1.1. Maturation 
 
 En plus d’exister en plusieurs formes oligomériques, il a été démontré que la 
forme globulaire pouvait être identifiée dans le plasma humain en faibles 
concentrations et que celle-ci a des fonctions particulières sur lesquelles nous 
reviendrons (Fruebis et al., 2001). Tout comme l’adiponectine pleine longueur, le 
domaine globulaire de l’adiponectine peut exister en plusieurs formes soit 
monomérique ou trimérique (Shapiro and Scherer, 1998). La maturation de 
l’adiponectine pour en conserver le domaine globulaire se fait de façon enzymatique. 
Il a été découvert que l’élastase des neutrophiles, une protéase à sérine, peut cliver 
l’adiponectine en différents sites dont un qui permet de former l’adiponectine 
globulaire d’un poids moléculaire de 18 kDa (Waki et al., 2005). Puisque l’élastase 
des neutrophiles est exprimée dans les plaques athéromateuses par les monocytes et 
les macrophages (Dollery et al., 2003), il est possible que la maturation locale de 
l’adiponectine dans les plaques ait une fonction particulière.  
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B.2. Expression 
 
 Initialement, seuls les adipocytes étaient considéré comme exprimant 
l’adiponectine et suivant les résultats de Hu et al. (Hu et al., 1996), différentes études 
ont démontré l’effet de l’obésité sur les taux d’adiponectine. Étrangement et 
contrairement aux autres adipokines, l’adiponectine plasmatique diminue chez les 
personnes obèses (Arita et al., 1999). La perte de poids de ces personnes permet la 
hausse de l’adiponectine circulante (Hotta et al., 2000; Yang et al., 2001). En fait, le 
pourcentage de gras permet de prédire le taux plasmatique d’adiponectine et le 
changement du taux de gras est indicateur du changement du taux d’adiponectine 
(Hara et al., 2005). Par contre, la perte de poids n’engendre pas une augmentation 
homogène de l’adiponectine. En effet, il a été observé que la perte de poids augmente 
particulièrement la forme HMW alors que les formes trimériques et hexamèriques 
diminuent (Kobayashi et al., 2004). Plusieurs études ont voulu savoir si l’exercice 
avait un effet sur cette régulation de l’expression de l’adiponectine. Certaines études 
ont démontré que l’exercice en soi augmente l’adiponectine circulante (Blüher et al., 
2006; de Lemos et al., 2007; Zeng et al., 2007), alors que certains résultats montrent 
que l’exercice n’a d’effet que s’il y a perte de poids (Hulver et al., 2002; Kelly et al., 
2007) et finalement il a été prouvé que dans certains cas, chez les personnes saines 
par exemple, l’exercice n’a aucun effet sur l’adiponectine (Polak et al., 2006; 
Punyadeera et al., 2005). Une étude chez la souris a aussi démontré que les taux 
relatifs des différentes formes d’adiponectine varient selon le sexe, les femelles ayant 
un taux d’adiponectine HMW beaucoup plus élevé (Pajvani et al., 2003). Il a aussi 
été confirmé chez l’humain que les taux d’adiponectine sont plus élevés chez la 
femme et qu’ils diminuent avec l’âge (Bullen et al., 2007; Cnop et al., 2003; 
Storgaard et al., 2007). 
 
 Des données récentes ont démontré que les adipocytes ne sont pas les seules 
cellules à exprimer l’adiponectine bien qu’elles restent la source principale de 
l’adiponectine circulante. Il a été prouvé que les cardiomyocytes ont aussi la capacité 
d’exprimer et de sécréter l’adiponectine (Piñeiro et al., 2005) et que les agonistes 
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PPARγ y augmentent l’expression de l’adiponectine (Ding et al., 2007). Celle-ci est 
aussi exprimée dans les muscles squelettiques (Krause et al., 2008). La régulation de 
l’expression de l’adiponectine dans les adipocytes est possible de plusieurs façons. 
L’interleukine(IL)-6 y provoque une baisse de l’expression et de la sécrétion de 
l’adiponectine (Fasshauer et al., 2003). L’hypoxie et le stress oxydant ont aussi un 
effet inhibiteur sur l’expression de l’adiponectine par différentes voies de 
signalisation (Chen et al., 2006). Il semblerait que l’adiponectine elle-même a un 
effet sur son expression. En effet, des souris transgéniques pour le gène de 
l’adiponectine montrent une baisse de la production de l’adiponectine dans les 
adipocytes (Bauche et al., 2006). Finalement, les agonistes PPARγ, mais non les 
agonistes PPARα, augmentent l’expression de l’adiponectine dans les adipocytes et 
sa concentration plasmatique (Combs et al., 2002; Maeda et al., 2001).  
 
B.3. Association en conditions pathologiques 
 
 L’adiponectine est associée à plusieurs pathologies principalement en lien 
avec les maladies cardiovasculaires mais aussi avec l’asthme (Sood et al., 2008), ou 
le cancer (Michalakis et al., 2007). Dans le contexte de ces travaux, l’aspect 
cardiovasculaire de l’adiponectine est beaucoup plus pertinent. 
 
 L’adiponectine a surtout été étudiée dans la prédiction de la progression des 
maladies des artères coronaires mais aussi de ses conséquences. On a ainsi découvert 
que l’adiponectine plasmatique est proportionnelle à la fonction du ventricule gauche 
et prédit sa dysfonction (Cavusoglu et al., 2008), que les niveaux d’adiponectine 
diminuent après un infarctus du myocarde (Kojima et al., 2003) et que les taux 
d’adiponectine sont inversement proportionnels au syndrome coronarien aigu (Otake 
et al., 2008). Dans les recherches de corrélation entre l’adiponectine et les MCAS, on 
a d’abord remarqué que l’adiponectine circulante était plus basse dans cette condition 
pathologique (Ouchi et al., 1999) puis que les niveaux plasmatiques corrélaient avec 
l’étendu des MCAS (Hotta et al., 2000). Plusieurs études ont par la suite confirmé la 
corrélation entre l’adiponectine et la présence et la gravité des MCAS (Hara et al., 
 
  16 
2007; Kumada et al., 2003; Otsuka et al., 2007; Saely et al., 2007; Sattar et al., 
2006). Il a aussi été possible d’établir une corrélation entre le taux d’adiponectine 
HMW et la présence et la gravité des MCAS (Inoue et al., 2007; von Eynatten et al., 
2008b). Par contre, les niveaux d’adiponectine plasmatique, autant total que la forme 
HMW, ne permettent pas de prédire l’issu des MCAS (von Eynatten et al., 2008a). 
Une étude récente tend à prouver qu’un faible taux d’adiponectine serait un indicateur 
d’altération artérielle seulement chez l’homme (Nishida et al., 2007).  
 
 Dans le but de mieux connaître les relations entre l’adiponectine et les 
maladies des artères coronaires, des études de corrélation entre l’adiponectine et les 
facteurs de risque des MCAS qui précèdent l’apparition de celles-ci ont été 
effectuées. La majorité des facteurs de risque connus pour les MCAS sont aussi 
corrélés avec l’adiponectine bien que certains, comme le tabagisme, n’ont pas 
démontré de corrélation (Sonmez et al., 2006). Le syndrome métabolique étant l’un 
des principaux facteurs de risque de l’athérosclérose et des MCAS, sa relation et celle 
de ses principales composantes avec l’adiponectine ont été étudiées. Le syndrome 
métabolique dans son ensemble est associé à l’adiponectine (Saely et al., 2007), 
autant l’adiponectine totale que la forme HMW (Liu et al., 2007). De plus, les taux 
d’adiponectine sont plus bas chez les patients obèses atteints du syndrome 
métabolique que chez les patients obèses sans celui-ci (Behre et al., 2007). Dans 
l’hypertension, une baisse d’adiponectine a été observée (Dzielińska et al., 2003). Le 
taux d’adiponectine est associé à la pression artérielle chez les hypertendus et les 
effets sur l’adiponectine des médicaments traitant l’hypertension correspondent aux 
effets de ces médicaments sur la pression artérielle (Yilmaz et al., 2007). Il a aussi été 
démontré que les niveaux d’adiponectine peuvent prédire la pression artérielle chez 
certaines populations (Francischetti et al., 2007). Puisqu’il a déjà été déterminé que 
l’adiponectine est sous-exprimé dans l’obésité, il n’est pas surprenant que plusieurs 
études observent une corrélation entre le taux de gras et l’indice de masse corporelle 
d’une part et l’adiponectine d’autre part (Blüher et al., 2006; Cnop et al., 2003; Hotta 
et al., 2000; Sattar et al., 2006; Yilmaz et al., 2007). Il a aussi été démontré que le 
taux d’adiponectine circulante est inversement proportionnel au gras sous-cutané et 
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intra-abdominal (Cnop et al., 2003), faisant de la mesure du tour de taille un bon outil 
de calcul de risque des maladies cardiovasculaires. Le profil lipidique d’un patient est 
un bon indice de sa santé cardiovasculaire ainsi, plusieurs groupes ont analysé la 
relation entre l’adiponectine et le bilan lipidique. Il en ressort que les taux 
d’adiponectine sont proportionnels aux taux de cholestérol HDL (Cnop et al., 2003; 
Sattar et al., 2006) et qu’ils sont inversement proportionnels aux oxLDL, impliqués 
dans l’initiation de l’athérosclérose (Lautamäki et al., 2007). Il apparait aussi que 
l’adiponectine a une relation inverse avec les taux de triglycérides (Blüher et al., 
2006; Cnop et al., 2003; Fernández-Real et al., 2004; Hotta et al., 2000; Lautamäki et 
al., 2007). Dans la même optique, chez le rat, l’ARN messager (ARNm) de 
l’adiponectine est sous-exprimé en présence de hauts taux de triglycérides et de 
cholestérol sanguins (Yao et al., 2005). Une alimentation riche en lipides est liée à 
une baisse de l’adiponectine (Bullen et al., 2007). L’implication dans la régulation de 
l’homéostasie énergétique est l’une des premières fonctions qui a pu être attribuée à 
l’adiponectine (Fruebis et al., 2001). La relation entre l’adiponectine plasmatique et 
le diabète a été établie dès 2000 (Hotta et al., 2000). Ces données cliniques ont été 
confirmées chez le rat (Yao et al., 2005). Certaines études soutiennent une corrélation 
inverse entre la résistance à l’insuline et l’adiponectine (Blüher et al., 2006; 
Fernández-Real et al., 2004; Otsuka et al., 2007). Il existe aussi une corrélation 
inverse entre le taux d’adiponectine circulante et le taux de glucose (Blüher et al., 
2006), ainsi qu’entre l’adiponectine de forme HMW et les niveaux d’insuline 
(Pajvani et al., 2003). Le ratio de la forme HMW et de l’adiponectine totale serait 
plus prédictif de la sensibilité à l’insuline que la mesure de l’adiponectine totale 
(Pajvani et al., 2003). Chez le rat, la production d’ARN messager de l’adiponectine 
dans les tissus adipeux est inversement corrélée au taux d’insuline (Yao et al., 2005). 
 
 Les processus pathologiques menant à l’athérosclérose sont aussi intimement 
liés à l’adiponectine. C’est le cas de la dysfonction endothéliale qui est directement 
corrélée à la baisse d’adiponectine (Shimabukuro et al., 2003). La vasorelaxation liée 
à l’endothélium est associée au niveau d’adiponectine (Fernández-Real et al., 2004; 
Ouchi et al., 2003b). Le nombre d’EPCs, cellules ayant un potentiel de réparation 
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endothéliale, est aussi associé à l’adiponectine dans les MCAS (Matsuo et al., 2007). 
Plusieurs marqueurs d’inflammation ont été étudiés en corrélation avec 
l’adiponectine. Il a été démontré que les taux de protéine C réactive (CRP) sont 
inversement proportionnels aux taux d’adiponectine (Lim et al., 2007; Otake et al., 
2008; Ouchi et al., 2003a; Sattar et al., 2006). Les niveaux d’expression des ARN 
messagers de la CRP et de l’adiponectine dans les adipocytes sont aussi inversement 
corrélés (Ouchi et al., 2003a). Chez le rat, l’expression des ARN messagers de 
l’adiponectine est inversement proportionnelle à la quantité circulante de cytokines 
inflammatoires, l’interleukine-6 et TNF-α (Yao et al., 2005). 
 
B.4.  Récepteurs 
 
 Pour comprendre les différents effets de l’adiponectine, il a fallu trouver le 
lien entre l’adiponectine et les différentes voies de signalisation activées par 
l’adiponectine. Deux récepteurs principaux ont été découverts par criblage par liaison 
à l’adiponectine globulaire et par homologie de séquence, les récepteur à 
l’adiponectine 1 (adipoR1) et 2 (adipoR2) (Yamauchi et al., 2003a). Bien qu’ils 
ressemblent à des récepteurs couplés à des protéines G avec leurs sept passages 
transmembranaires, les récepteurs de l’adiponectine ont une topologie inversée avec 
la partie N-terminale interne et la partie C-terminale externe (Yamauchi et al., 
2003a). Ces deux récepteurs peuvent se dimériser de façon homologue ou 
hétérologue (Kadowaki and Yamauchi, 2005). L’analyse de ces protéines suggère que 
l’adipoR1 a une affinité plus élevée pour la forme globulaire de l’adiponectine alors 
que l’affinité de l’adipoR2 est supérieure pour la forme pleine longueur de celle-ci 
(Yamauchi et al., 2003a). Un troisième récepteur, plus controversé, a été identifié 
pour l’adiponectine, T-cadhérine aussi connu comme H-cadhérine (Hug et al., 2004). 
Cette protéine aurait la capacité de lier la forme hexamèrique et HMW de 
l’adiponectine (Hug et al., 2004) mais l’absence d’une queue cytoplasmique pose un 
problème pour la signalisation. Une étude mécanistique est essentielle à la 
compréhension de ce troisième récepteur potentiel (Takeuchi et al., 2007). 
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 La suppression des récepteurs de l’adiponectine par ARN interférents 
empêche l’activation par l’adiponectine de l’oxydation des acides gras et de la 
capture du glucose démontrant bien leur rôle dans la signalisation de l’adiponectine. 
Certaines recherches tendent à démontrer que les deux récepteurs de l’adiponectine 
auraient dans certains cas des effets opposés. En effet, des animaux chez qui on a 
inhibé le gène de l’adipoR1 présentent une hausse de leur masse adipeuse, une baisse 
de leur tolérance au glucose et une diminution de la dépense en énergie (Bjursell et 
al., 2007). Les animaux dont le gène de l’adipoR2 est inhibé répondent mieux à 
l’insuline et au glucose, restent minces même sous diète riche en gras, dépensent plus 
d’énergie et présente une diminution de la dyslipidémie (Bjursell et al., 2007; Liu et 
al., 2007). 
 
B.4.1. Expression 
 
 La première découverte des récepteurs de l’adiponectine a localisé l’adipoR1 
dans les muscles squelettiques et l’adipoR2 dans le foie (Yamauchi et al., 2003a). Par 
la suite, la présence des récepteurs a pu être identifiée dans plusieurs autres tissus : 
comme les cellules β du pancréas où le niveau de l’adipoR2 est similaire à celui du 
foie et le niveau de l’adipoR1 est plus grand que celui du muscle (Kharroubi et al., 
2003), le myocarde (Ding et al., 2007), la plaque athérosclérotique et les 
macrophages (Chinetti et al., 2004), les adipocytes où l’adipoR1 est environ dix fois 
plus exprimé que l’adipoR2 (Rasmussen et al., 2006), les cellules endothéliales (Tan 
et al., 2004) et les lymphocytes (Alberti et al., 2007) 
 
 Divers facteurs régulent l’expression des récepteurs de l’adiponectine dans 
ces différents tissus. Dans la plaque athérosclérotique et les macrophages, 
l’expression des récepteurs est modulée par les agonistes des PPAR et des LXR 
(Chinetti et al., 2004). Dans les lymphocytes, leur expression est diminuée par 
l’obésité et l’expression de l’adipoR1 est corrélée avec l’adiponectine plasmatique 
(Alberti et al., 2007). Dans les cardiomyocytes, les agonistes PPARγ haussent 
l’expression des deux récepteurs de l’adiponectine (Ding et al., 2007). Les récepteurs 
 
  20 
de l’adiponectine ont beaucoup été étudiés dans les adipocytes. Les différents tissus 
adipeux n’expriment pas tous au même niveau les récepteurs de l’adiponectine. Chez 
l’humain, les récepteurs sont plus exprimés dans les tissus adipeux sous-cutanés que 
dans les tissus adipeux viscéraux (Nannipieri et al., 2007). Chez la souris, l’adipoR1 
et l’adipoR2 sont plus importants dans les graisses épigonadales que sous-cutanées 
(Blüher et al., 2005). La différenciation des adipocytes induit une production cinq 
fois augmentée de l’adipoR1 mais n’a pas d’effet sur la production de l’adipoR2 
(Rasmussen et al., 2006). L’adiponectine plasmatique a un effet sur ses récepteurs 
dans les adipocytes. Des animaux modifiés génétiquement pour ne pas produire 
d’adiponectine y expriment plus fortement l’adipoR2 (Bauche et al., 2006). Il y a une 
corrélation directe entre l’expression dans les tissus adipeux d’adiponectine et celle 
de ses récepteurs (Kim et al., 2006). Contrairement à l’expression de l’adiponectine, 
il n’y a pas de différence d’expression entre les sexes (Rasmussen et al., 2006). Il y a 
sans surprises plusieurs associations entre les récepteurs de l’adiponectine et 
l’obésité. Les taux d’adipoR1 et d’adipoR2 diminuent en condition d’obésité (Beylot 
et al., 2006; Blüher et al., 2006; Nannipieri et al., 2007; Rasmussen et al., 2006). La 
perte de poids permet de rétablir l’expression de l’adipoR1 qui corrèle avec l’IMC 
(Rasmussen et al., 2006). L’exercice permet l’augmentation du niveau des deux 
récepteurs (Blüher et al., 2006; Punyadeera et al., 2005). Chez les personnes avec une 
tolérance altérée au glucose, une diète pauvre en calories permet d’augmenter 
l’expression de l’adipoR1 (Kim et al., 2006). Le glucose sanguin, le profil lipidique 
et la résistance à l’insuline sont aussi tous associés à l’expression des récepteurs de 
l’adiponectine (Blüher et al., 2006). 
 
 Étant les premiers tissus où les récepteurs de l’adiponectine ont été identifiés, 
les facteurs influençant l’expression de ceux-ci dans le foie et le muscle ont été 
largement analysés. Différents groupes ont obtenu des résultats contradictoires au 
sujet de l’effet du diabète sur les récepteurs de l’adiponectine dans les muscles. Chez 
le rat, aucun changement d’expression autant pour adipoR1 que l’adipoR2 n’est 
intervenu en état diabétique (Yao et al., 2005). Par contre, chez la souris, une hausse 
de l’adipoR1 était présente en situation de diabète et cette hausse était normalisée par 
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l’injection d’insuline. Le mécanisme de régulation de l’adipoR1 par l’insuline passe 
par les phosphoinositide-3 (PI3) kinases (Inukai et al., 2005). Dans un modèle de 
souris diabétiques (souris KKAY), les niveaux de l’adipoR1 dans les muscles étaient 
diminués alors que les niveaux de l’adipoR2 dans le foie étaient augmentés par 
rapport à des souris normales (souris C57BL/6) (Huang et al., 2006). Comme dans les 
adipocytes, l’adiponectine a un effet dans les muscles où elle hausse l’expression de 
l’adipoR1 (McAinch et al., 2006). Toujours dans le muscle, les taux des récepteurs de 
l’adiponectine ont été associés avec l’âge, le sexe, la génétique, la capacité aérobique 
et l’obésité abdominale (Storgaard et al., 2007). L’obésité diminue l’adipoR1 sans 
avoir d’effet sur l’adipoR2 dans le muscle chez la souris (Inukai et al., 2005). Une 
diète riche en gras diminue la quantité d’ARN messager de l’adipoR1 dans le foie des 
rats normaux alors que dans le modèle de rat obèse et résistant à l’insuline (rats 
Zucker) les niveaux des deux récepteurs sont plus haut que chez les rats normaux 
(Beylot et al., 2006). Contrairement aux rats normaux, les souris augmentent 
l’expression des deux récepteurs à l’adiponectine dans le foie avec une diète riche en 
gras (Bullen et al., 2007). L’exercice physique corrige en partie cet effet en diminuant 
l’adipoR2 dans le foie et en haussant l’adipoR1 dans le muscle (Huang et al., 2007; 
Zeng et al., 2007). 
 
B.5. Fonctions 
 
 Depuis sa découverte, de nombreuses fonctions de l’adiponectine ont été 
investiguées dans les différents domaines où l’adiponectine démontre une association, 
dont le cancer (Ishikawa et al., 2007) et les maladies cardiovasculaires. 
L’athérosclérose et ses mécanismes étant l’objet de ce mémoire, seules les fonctions 
de l’adiponectine dans ces domaines seront abordées. 
 
B.5.1. Voies de signalisation 
 
 L’association de l’adiponectine avec la région C-terminale extracellulaire de 
son récepteur principal, l’adipoR1, entraine la liaison de la protéine adaptatrice  
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contenant un domaine d’homologie à la pleckstrine, un domaine liant la 
phosphotyrosine et un motif de glissière à leucine (APPL1) en N-terminal 
intracellulaire (Mao et al., 2006). L’APPL1 sert d’intermédiaire pour l’activation de 
plusieurs voies de signalisation (Cheng et al., 2007). La protéine adaptatrice peut se 
lier à une petite hydrolase du GTP (GTPase), Rab5. Celle-ci active la translocation du 
transporteur de glucose Glut4 qui active la capture du glucose dans les muscles (Mao 
et al., 2006). L’APPL1 active deux autres enzymes qui par la translocation de Glut4 à 
la membrane vont augmenter la capture du glucose : la protéine kinase activée par les 
mitogènes (MAPK) SP28 (Kadowaki et al., 2006) et l’adénosine monophosphate 
(AMP) kinase (AMPK) (Deepa and Dong, 2009). La phosphorylation de l’AMPK 
entraine aussi la phosphorylation de l’acétyle-coenzyme A carboxylase (ACC), 
inhibant ainsi l’enzyme et activant l’oxydation des acides gras dans les muscles et le 
foie (Lafontan and Viguerie, 2006). Dans les cellules endothéliales, l’activation de 
l’AMPK permet la phosphorylation de l’eNOS qui, par la production de NO, entraine 
la vasodilatation des vaisseaux. Dans ces cellules, l’AMPK activée cause les effets 
cytoprotecteurs de l’adiponectine en inhibant la voie du NFκB (Deepa and Dong, 
2009).  
 
 L’adiponectine a aussi des effets de sensibilisation à l’insuline. Ces effets 
sont dépendants de la protéine adaptatrice APPL1. En effet, l’APPL1 se lie avec Akt 
et la sous-unité catalytique de la PI3 kinase et rapproche ces molécules pour faciliter 
l’activation de l’Akt par la PI3 kinase (Mitsuuchi et al., 1999). L’adiponectine ne 
peut pas engendrer la phosphorylation de l’Akt mais augmente la stimulation par 
l’insuline de l’Akt. Une fois phosphorylée, l’Akt active la translocation de Glut4 et 
augmente la capture du glucose (Mao et al., 2006). L’adiponectine a aussi des effets 
antidiabétiques via l’AMPK et PPARα (Yamauchi et al., 2003a).  
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Figure 2 : Principales voies de signalisation de l’adiponectine. Adapté de Deepa and 
Dong, 2009. 
   
B.5.2. Métabolisme énergétique 
 
 Puisque l’adiponectine est principalement exprimée par les adipocytes, une 
des premières fonctions proposées pour la protéine concernait le métabolisme, celui 
des lipides en particulier (Nakano et al., 1996). Cette hypothèse a été confirmée par 
plusieurs études portant autant le métabolisme des lipides que des glucides. Chez la 
souris, l’adiponectine globulaire augmente l’oxydation des acides gras dans les 
muscles ce qui entraîne une perte de poids chez l’animal (Fruebis et al., 2001). La 
forme pleine longueur et la forme globulaire de l’adiponectine augmentent 
l’utilisation du glucose et l’oxydation des acides gras dans le muscle par un 
mécanisme impliquant l’AMPK (Yamauchi et al., 2002). Dans certaines situations, 
les effets de l’adiponectine pleine longueur et de sa forme globulaire de distinguent 
entre autre à cause de leur affinité différente pour les récepteurs de l’adiponectine 
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(Palanivel et al., 2007). L’adiponectine globulaire hausse aussi l’oxydation des acides 
gras dans le cœur par le même intermédiaire, l’AMPK (Ding et al., 2007). L’AMPK 
est aussi impliquée dans la capture du glucose par les adipocytes stimulée par 
l’adiponectine globulaire (Wu et al., 2003). La restriction calorique a un effet 
protecteur contre l’athérosclérose et cet effet se produit par une stimulation de 
l’AMPK par l’adiponectine (Shinmura et al., 2007). Une des voies de signalisation 
découlant de l’activation de l’AMPK par l’adiponectine globulaire dépend de la 
phosphorylation de l’acétyle-coenzyme A carboxylase (Tomas et al., 2002). En plus 
des effets sur l’utilisation du glucose, l’adiponectine inhibe dans le foie la synthèse de 
glucose endogène en réprimant l’expression d’enzymes gluconéogéniques (Combs et 
al., 2001). De plus, l’adiponectine, en activant le système nerveux central, agit sur le 
métabolisme énergétique systémique en causant l’augmentation de l’absorption de la 
nourriture et la baisse de dépense énergétique (Kubota et al., 2007).  
 
B.5.3. Sensibilisation à l’insuline 
 
 Étant donné le rôle de l’adiponectine dans l’utilisation du glucose et la 
corrélation de l’adiponectine avec la résistance à l’insuline et le diabète, il n’est pas 
surprenant que des fonctions de l’adiponectine sur la sensibilisation à l’insuline aient 
été découvertes. En effet, il a été démontré que l’adiponectine augmente les effets de 
l’insuline (Berg et al., 2001) et qu’elle corrige partiellement la résistance à l’insuline 
due à l’obésité (Yamauchi et al., 2001). L’adiponectine offre une protection contre le 
diabète de type 2 (Maeda et al., 2002) et sa forme globulaire protège les souris ob/ob 
contre le diabète (Yamauchi et al., 2003b). Des animaux génétiquement modifiés 
n’exprimant pas l’adiponectine présentent plus de résistance à l’insuline (Kubota et 
al., 2002) et les agonistes PPARγ y ont une moins bonne capacité d’amélioration de 
la tolérance au glucose (Nawrocki et al., 2006). En plus de diminuer la résistance à 
l’insuline, l’adiponectine globulaire augmente la sécrétion d’insuline par les cellules 
β du pancréas en situation d’hyperglycémie par une voie de signalisation impliquant 
l’AMPK (Gu et al., 2006).  
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B.5.4. Protection contre l’athérosclérose 
 
 Bien que l’adiponectine ait des fonctions particulières dans certains 
mécanismes de l’athérosclérose, elle possède aussi un effet général bénéfique contre 
l’athérosclérose et ses conséquences. Dès qu’il a été observé que l’adiponectine 
adhère aux parois des vaisseaux endommagés (Okamoto et al., 2000), des études ont 
tenté de démontrer un rôle pour l’adiponectine dans le développement de 
l’athérosclérose. Il a été observé chez des souris déficientes en apolipoprotéine E 
(apoE) que des niveaux élevés d’adiponectine empêchent le développement de 
l’athérosclérose (Okamoto et al., 2002) et que l’adiponectine globulaire protège 
contre l’athérosclérose (Yamauchi et al., 2003b). L’inverse est aussi vrai car des 
souris adiponectine-/- présentent une hausse de la formation néointimale (Kubota et 
al., 2002). L’adiponectine stimule l’angiogenèse par l’activation de l’AMPK (Shibata 
et al., 2004) alors qu’une déficience en adiponectine active le remodelage cardiaque 
(Liao et al., 2005). Des observations sur des mécanismes de l’athérosclérose 
expliquent les effets décrits. L’adiponectine globulaire supprime la production de 
superoxyde induite par les oxLDL, améliore l’activité de la eNOS inhibé par les 
oxLDL et inhibe la prolifération des cellules endothéliales induite par les oxLDL 
(Motoshima et al., 2004). L’adiponectine inhibe aussi la migration des cellules 
endothéliales induite par le facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGF) par 
une voie de signalisation impliquant l’AMP cyclique et la protéine kinase A (PKA) 
(Mahadev et al., 2008). Dans les macrophages, l’adiponectine diminue l’expression 
du récepteur « éboueur » A (SR-A), ce qui ralentit la transformation des macrophages 
en cellules spumeuses (Neumeier et al., 2006; Ouchi et al., 2001). Il a par ailleurs été 
démontré que dans ces mêmes cellules, l’adiponectine diminue l’accumulation de 
lipides et la capture d’oxLDL et favorise l’efflux de cholestérol vers les HDL. Deux 
mécanismes sont proposés pour expliquer ces effets : premièrement, l’activation des 
PPAR et de LXR qui entraine une hausse de ABCA1 et l’efflux de cholestérol et 
deuxièmement, la hausse de SR-B1 et la baisse de SR-A1 (Tian et al., 2008). 
L’adiponectine entraîne aussi une diminution de TNFα et de la protéine 
chimiotactique des monocytes (MCP-1) qui participe au recrutement des monocytes 
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au site de lésion (Tian et al., 2008). En plus de diminuer le recrutement des 
monocytes, l’adiponectine induit l’apoptose des monocytes (Neumeier et al., 2006). 
De faible taux d’adiponectine sont responsables de l’augmentation du recrutement 
des lymphocytes, favorisant ainsi la réponse immunitaire dans l’athérosclérose 
(Okamoto et al., 2008).   
 
 En plus de contrer le développement de l’athérosclérose, l’adiponectine 
minimise les conséquences de l’athérosclérose. Par une hausse de la phosphorylation 
de l’eNOS et de la production de NO, l’adiponectine diminue la taille de la zone 
touchée par un AVC (Nishimura et al., 2008). La protéine a le même effet au niveau 
du cœur après un infarctus par des mécanismes impliquant l’inhibition du stress 
oxydant (Tao et al., 2007), l’activation de l’eNOS (Gonon et al., 2008), l’inhibition 
de l’apoptose et de la production de TNFα par l’AMPK et la cyclo-oxygénase 2 
(COX-2) (Shibata et al., 2005). L’adiponectine protège aussi contre la dysfonction 
systolique subséquente à l’infarctus en diminuant la fibrose interstitielle, 
l’hypertrophie cardiaque, l’apoptose des cardiomyocytes et la perte des capillaires 
sanguins (Shibata et al., 2007). La protection contre la fibrose cardiaque est possible 
grâce à l’activation de PPARα et de l’AMP kinase (Fujita et al., 2008).  
 
B.5.5. Inflammation 
 
 Plusieurs mécanismes de l’inflammation dans l’athérosclérose sont liés à 
l’adiponectine, principalement par le facteur nucléaire κB (NFκB). En effet, 
l’activation de NFκB est responsable de la surexpression de molécules d’adhésion 
comme la molécule d’adhésion cellulaire vasculaire (VCAM), la molécule d’adhésion 
intercellulaire (ICAM) et E-sélectine, et de cytokines comme l’IL-6 et de MMP. De 
plus, il y a activation par TNFα d’une boucle de rétroaction positive pouvant 
engendrer une inflammation systémique (Valen et al., 2001). L’adiponectine inhibe 
les effets de TNFα sur NFκB (Ouchi et al., 2000) par un mécanisme impliquant 
l’AMPK et l’eNOS (Hattori et al., 2008). Les différentes formes de l’adiponectine 
ont des effets distincts sur l’inflammation. L’adiponectine globulaire, en se liant à 
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l’adipoR1, bloque la signalisation de NFκB (Yamaguchi et al., 2005). L’adiponectine 
HMW augmente la sécrétion de IL-6 (Neumeier et al., 2006) par une voie de 
signalisation impliquant l’adipoR1, l’AMPK, SP28 et NFκB (Tang et al., 2007) et 
augmente NFκB (Haugen and Drevon, 2007) mais moins que l’adiponectine 
globulaire (Tomizawa et al., 2008). L’adiponectine de faible poids moléculaire 
diminue la sécrétion de IL-6 et serait plus anti-inflammatoire (Neumeier et al., 2006). 
Par contre, l’adiponectine globulaire hausse la relâche de cytokines et l’expression de 
marqueurs inflammatoires tels TNF-α et IL-10 (Haugen and Drevon, 2007). En 
hyperglycémie, l’adiponectine diminue l’expression de la CRP, une protéine 
inflammatoire (Devaraj et al., 2008). L’adiponectine serait donc à la fois pro- et anti-
inflammatoire.  
  
 Les endotoxines occupent une position particulière entre l’inflammation, 
l’athérosclérose et l’adiponectine. Les endotoxines ont la capacité d’activer NFκB et 
d’augmenter l’expression de l’IL-6 contribuant ainsi à l’inflammation (Ajuwon and 
Spurlock, 2005). L’adiponectine est capable de lier les endotoxines et de les inhiber. 
Cette action dépend des modifications post-traductionnelles de la protéine et est 
inhibé par les ions calcium et magnésium (Peake et al., 2006). La liaison entre 
l’adiponectine et les endotoxines permet l’inhibition des effets des endotoxines et 
diminue l’inflammation (Ajuwon and Spurlock, 2005). La suppression des effets des 
endotoxines serait spécifique à la forme de faible poids moléculaire de l’adiponectine 
(Neumeier et al., 2006). L’adiponectine inhibe aussi l’activation de l’expression de 
chemokines et de la relâche de molécules chimiotactiques des monocytes par les 
endotoxines. En effet, l’adiponectine diminue la phosphorylation de facteurs de 
transcription (STAT1, IRF3, NF-κB et c-Jun) et leur capacité à lier l’ADN, 
normalement augmentées par les endotoxines (Okamoto et al., 2008) et elle inhibe la 
stabilisation par les endotoxines de l’ARN messager de TNFα (Park et al., 2008).  
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B.5.6. Dysfonction endothéliale 
 
 La dysfonction endothéliale étant le dénominateur commun de plusieurs 
facteurs de risques de l’athérosclérose, l’effet de l’adiponectine sur la fonction 
endothéliale permet d’expliquer certains phénomènes observés dans la pathologie. 
L’adiponectine protège contre la dysfonction endothéliale causée par les oxLDL en 
contrant le stress oxydant (Plant et al., 2008). L’adiponectine a un effet sur la 
vasodilatation, fonction essentielle de l’endothélium, étant elle-même vasodilatatrice 
(Fésüs et al., 2007) et induisant la production de NO par l’endothélium en 
augmentant l’expression et l’activité de la eNOS (Hattori et al., 2003; Ouedraogo et 
al., 2007; Yang et al., 2006) par la phosphorylation de l’AMPK et de la PI3 kinase 
(Chen et al., 2003). Les effets de l’adiponectine se manifestent aussi dans l’adhésion 
cellulaire. L’adiponectine inhibe l’expression de VCAM-1, d’ICAM-1 et de E-
sélectine, inhibant l’adhésion des monocytes induite par TNFα (Ouchi et al., 2000; 
Ouedraogo et al., 2007). L’adiponectine agit aussi au niveau de l’intégrité de la 
couche endothéliale vasculaire par l’inhibition de l’apoptose et des caspases 3 en 
activant l’AMPK avec la forme HMW (Kobayashi et al., 2004). L’adiponectine 
empêche l’hyperperméabilisation de l’endothélium par l’angiotensine II (Xu et al., 
2008). Il a été mentionné plus haut que l’adiponectine est associée au nombre d’EPCs 
circulantes qui ont un potentiel de réparation endothéliale. De plus, l’adiponectine 
favorise la transformation de cellules progénitrices CD14+ en cellules endothéliales 
(Yang et al., 2006).  
 
B.5.7. Transport inverse du cholestérol 
 
 Le transport du cholestérol est un autre aspect de l’athérosclérose où 
l’adiponectine joue un rôle. En effet, dans les dernières années, plusieurs études ont 
étudié les effets de l’adiponectine sur les molécules impliquées dans le transport du 
cholestérol. Ainsi, il a été démontré que dans le foie, l’adiponectine hausse 
l’expression et la sécrétion de l’apoA-1 et du transporteur ABCA1 mais pas de 
ABCG1 ou SR-B1 (Matsuura et al., 2007). Des modèles animaux déficients en 
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adiponectine ont permis de confirmer ces résultats par l’observation d’une baisse de 
l’apoA-1 et de l’ABCA1 dans le foie et en circulation (Oku et al., 2007), ainsi qu’une 
diminution de l’ABCA1, de LXRα, de PPARγ et de l’efflux de cholestérol via apoA-
1 (Tsubakio-Yamamoto et al., 2008). L’adiponectine HMW a un effet différent, soit 
la diminution de la relâche de l’apoB et de l’apoE sans effectuer de changement sur 
apoA-1 et ABCA1 (Neumeier et al., 2007). Le rôle de l’adiponectine dans le 
transport du cholestérol se manifeste aussi dans le catabolisme des VLDL-
triglycérides. L’adiponectine diminue le taux de triglycérides et de VLDL de 
moyenne et grande taille en circulation. Ceci s’explique par sa hausse de la 
production de lipoprotéine lipase, une enzyme du catabolisme des VLDL-
triglycérides (Qiao et al., 2008). 
 
 
C. LES CELLULES PROGÉNITRICES ENDOTHÉLIALES 
 
 Les cellules progénitrices endothéliales (EPCs), découvertes en 1997 
(Asahara et al., 1997), sont des cellules circulantes impliquées dans la réparation 
vasculaire et la néovascularisation. Leur potentiel thérapeutique dans le domaine de 
l’athérosclérose et leur corrélation avec divers facteurs de risques cardiovasculaires 
ont donné lieu à une recherche en pleine expansion à leur sujet. 
 
C.1. Caractéristiques cellulaires 
 
 Il demeure difficile de définir les cellules progénitrices endothéliales car les 
publications émises depuis leur découverte se contredisent sur leurs propriétés et 
leurs marqueurs de surface. Ces cellules peuvent être isolées à partir du sang 
périphérique par adhésion spécifique en culture (Kalka et al., 2000b) et peuvent s’y 
différencier en cellules endothéliales (Asahara et al., 1997; Boyer et al., 2000). Il est 
généralement accepté que les EPCs forment une population hétérogène composée 
principalement de cellules ayant une forme de fuseau (Hur et al., 2004; Yoon et al., 
2005). Il existe deux types majeurs d’EPCs : précoces et tardives. Les EPCs précoces 
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ne prolifèrent pas en culture (Rehman et al., 2003). Environ le tiers des EPCs 
précoces proviendrait de la moelle osseuse (Xu et al., 2003) et découlerait de la 
lignée des monocytes (Rehman et al., 2003). La formation de colonies et la 
différenciation des EPCs en culture dépendent de la présence de cellules T 
angiogéniques (CD3+/CD31+/CXCR4+) au centre des colonies (Hur et al., 2007a). 
L’intérêt pour les EPCs dans la recherche sur les maladies cardiovasculaires s’est 
développé à partir de la découverte de leur capacité à s’incorporer dans les sites 
d’angiogenèse active (Asahara et al., 1997). Les EPCs circulantes sont des marqueurs 
de la fonction vasculaire et des risques cardiovasculaires (Hill et al., 2003). 
 
C.1.1. Marqueurs de surface 
 
 La définition des EPCs devient particulièrement complexe lorsqu’on 
s’attarde aux différents marqueurs pouvant les caractériser particulièrement par 
cytométrie en flux. Dès le départ, les cellules progénitrices CD34 positives et 
adhérentes sur collagène de type I ou sur fibronectine ont été retenues comme étant 
des EPCs (Asahara et al., 1997). Plusieurs études reprennent par la suite le marqueur 
CD34 en l’associant à d’autres pour caractériser les EPCs (Peichev et al., 2000). 
D’autres affirment que les cellules CD34- ont aussi des propriétés endothéliales 
(Harraz et al., 2001; Schmeisser et al., 2001). Les cellules CD34- pourraient aussi être 
les précurseurs des cellules CD34+ (Friedrich et al., 2006). Certaines définitions 
utilisent les marqueurs CD34, CD133 et le récepteur 2 du VEGF (VEGFR2) de 
façons différentes. Certains les considèrent comme des marqueurs d’EPCs (Peichev 
et al., 2000) et d’autres non (Case et al., 2007). Les cellules CD133+ de la moelle 
osseuse peuvent donner des cellules endothéliales (Gehling et al., 2000; Quirici et al., 
2001). Des cellules semblables aux cellules endothéliales peuvent être issues en 
culture de cellules CD14+ (Fernandez Pujol et al., 2000; Yoon et al., 2005) et 
s’intégrer aux vaisseaux (Urbich et al., 2003). Par contre, les cellules fraîchement 
isolées CD14-, et non les CD14+ fraîchement isolées, améliorent la néovascularisation 
de façon significative (Urbich et al., 2003). L’absorption de LDL acétylés par les 
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EPCs et leur marquage à la lectine est un phénotype généralement accepté (Rehman 
et al., 2003).  
 
C.2. Association en conditions pathologiques 
 
 Les cellules progénitrices endothéliales ont été étudiées en lien avec 
plusieurs pathologies comme l’arthrite (Grisar et al., 2005) ou les pneumonies 
(Yamada et al., 2005). Aussi dans les cancers, où il y a néoangiogenèse, il n’est pas 
surprenant d’observer une hausse d’EPCs circulantes (Brunner et al., 2008). Dans les 
maladies cardiovasculaires, les EPCs ont été corrélées autant avec des facteurs de 
risque qu’avec des pathologies établies. Le nombre d’EPCs circulantes est inférieur 
chez les fumeurs (Kondo et al., 2004), chez les personnes âgées (Xiao et al., 2007) et 
en hyperhomocystéinémie (Alam et al., 2008), situation qui diminue aussi la fonction 
des EPCs (Chen et al., 2004). Il existe une corrélation inverse entre le nombre 
d’EPCs et les facteurs de risque des MCAS (Vasa et al., 2001b). Le diabète diminue 
la prolifération, l’adhésion et l’incorporation d’EPCs dans des tubules (Tepper et al., 
2002). Le diabète diminue aussi la réponse des EPCs à l’hypoxie au niveau de 
l’adhésion, de la migration, de la prolifération et du recrutement (Capla et al., 2007). 
Dans l’athérosclérose, le nombre d’EPCs est inversement proportionnel à l’étendue 
de la plaque (Xiao et al., 2007) et leur capacité à faire des colonies est réduite (Chu et 
al., 2008). La fonction des EPCs prédit l’épaississement de l’intima de la carotide 
avec l’âge (Keymel et al., 2008). Les EPCs sont inversement proportionnelles à la 
sévérité des MCAS (Kunz et al., 2006) et leur différenciation diminue selon la 
sévérité des MCAS (Rupp et al., 2004). Après un infarctus, les EPCs sont 
transitoirement haussées puis reviennent à un niveau normal (Massa et al., 2005). 
 
C.3. Fonctions 
 
 Les EPCs peuvent jouer plusieurs rôles dans la réparation vasculaire et dans 
l’angiogenèse. La fonction des EPCs est proportionnelle à leur nombre en circulation 
(Werner et al., 2007b). Les EPCs sont impliquées dans plusieurs mécanismes autant 
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au niveau cellulaire que par les diverses molécules qu’elles sécrètent et qui ont un 
effet sur leur environnement.  
 
C.3.1. Réparation vasculaire 
 
 Les EPCs peuvent être recrutées à partir de la moelle et contribuent à la 
réparation vasculaire (Friedrich et al., 2006; Shi et al., 1998). Les EPCs isolées et 
cultivées ont la capacité de participer à la réparation vasculaire (Griese et al., 2003) et 
à l’augmentation de la densité capillaire (Kalka et al., 2000b; Kawamoto et al., 2001; 
Kawamoto et al., 2006). En effet, les EPCs s’intègrent dans les vaisseaux dénudés, 
accélèrent la réendothélialisation et améliorent la relaxation dépendante de 
l’endothélium (He et al., 2004). Ces effets sont créés par l’activation d’Akt dans les 
cellules endothéliales, ce qui augmente l’expression de ICAM et entraîne la hausse 
des trois phases de la mobilisation : l’adhésion, l’incorporation et la migration des 
EPCs dans l’espace extravasculaire (Hur et al., 2007b). La mobilisation des EPCs se 
fait par l’ischémie et les cytokines circulantes qui y sont associées (Takahashi et al., 
1999). L’activation locale de VEGF/VEGFR2 contribue à la mobilisation et au 
recrutement des EPCs (Hattori et al., 2001). L’activité télomérase contribue aux 
propriétés des EPCs (survie, migration, division cellulaire) (Murasawa et al., 2002). 
Chez la souris, les EPCs de sujets jeunes permettent une restauration les fonctions 
angiogéniques des individus âgés (Edelberg et al., 2002). Les EPCs résistent au stress 
oxydant par la superoxyde dismutase qu’elles expriment (He et al., 2004). Les EPCs 
expriment le récepteur 4 de chemokines (motif C-X-C) (CXCR4), récepteur du SDF-
1, une cytokine impliquée dans la réparation tissulaire (Yamaguchi et al., 2003). Les 
EPCs expriment aussi E-sélectine et son ligand et ils sont moins mobilisés en absence 
de E-sélectine (Oh et al., 2007). 
 
C.3.2. Activité sécrétrice 
 
 Les EPCs précoces ont aussi un effet sur d’autres cellules par les différents 
facteurs qu’elles sécrètent. Il a en effet été démontré que les cellules CD34+ 
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contribuent peu à la néovascularisation par leur différenciation mais qu’elles régulent 
fortement l’angiogenèse et la réponse pro-inflammatoire de l’hôte (Popa et al., 2006). 
Les EPCs ayant une expression plus forte d’eNOS ont plus de propriétés 
vasculoprotectives (Kong et al., 2004b). De plus, les EPCs sécrètent plusieurs 
facteurs de croissance permettant le recrutement de progéniteurs (Urbich et al., 2005). 
Ces facteurs incluent le VEGF, le facteur de stimulation de colonies de granulocytes 
(G-CSF), le facteur de stimulation de colonies de granulocytes macrophages (GM-
CSF), le facteur dérivé des cellules stromales-1 (SDF-1) et le facteur de croissance 
analogue à l’insuline-1 (IGF-1) (Rehman et al., 2003; Urbich et al., 2005). Certains 
de ces facteurs pourraient fonctionner de façon autocrine puisque des études ont 
démontré que les EPCs réagissent à ceux-ci, les détails se trouvant à la section C.4.1. 
Finalement, il a été prouvé par des études par micro-puces (microarray) que les EPCs 
CD34+ expriment une élastase semblable à celle des neutrophiles (Furuhata et al., 
2007), celle-ci pouvant moduler localement l’activité de certaines protéines.  
 
C.4. Régulateurs 
 
 Le nombre d’EPCs en circulation et leurs fonctions sont régulés de façon très 
complexe par plusieurs facteurs biologiques et pharmacologiques.  
 
C.4.1. Régulateurs biologiques 
 
 Plusieurs facteurs, directement corrélés ou impliqués dans l’athérosclérose, 
influencent les fonctions et le nombre d’EPCs circulantes. Bien que les endotoxines 
ne soient pas directement impliquées dans l’athérosclérose, leur capacité de diminuer 
le nombre d’EPCs in vivo (Mayr et al., 2007) concerne la recherche sur les EPCs 
surtout en relation avec l’adiponectine. Les œstrogènes ne sont pas non plus 
directement impliqués dans l’athérosclérose mais augmentent les EPCs par des effets 
anti-apoptotiques (Strehlow et al., 2003), ils augmentent aussi la mobilisation, la 
prolifération et l’incorporation des EPCs dans l’endothélium (Iwakura et al., 2003). 
Finalement, ils augmentent la densité capillaire et le nombre d’EPCs dérivées de la 
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moelle aux sites d’ischémie par une hausse de MMP-9 médiée par l’eNOS dans la 
moelle (Iwakura et al., 2006). Des facteurs de croissance mobilisent les EPCs, c’est le 
cas de G-CSF (Honold et al., 2006; Kong et al., 2004a; Powell et al., 2005) et de 
GM-CSF qui accélère aussi la réendothélialisation (Cho et al., 2003).  
 
 L’âge est un facteur de risque incontrôlable de l’athérosclérose et a un effet 
autant sur le nombre d’EPCs que sur leurs capacités de migration, de prolifération et 
de formation de colonies (Zhang et al., 2006). Il y a aussi une baisse de mobilisation 
des EPCs avec l’âge, ce qui entraine une baisse de perfusion des tissus et de réponse à 
l’hypoxie (Chang et al., 2007). La CRP, une protéine inflammatoire, diminue la 
survie, la différenciation et la fonction des EPCs par une baisse de l’eNOS (Verma et 
al., 2004) et augmente l’apoptose des EPCs en haussant le stress oxydant (Fujii et al., 
2006). Une étude démontre que la CRP n’aurait pas les effets décrits ci-haut mais que 
ces observations seraient dues à la contamination des préparations commerciales à 
l’azide de sodium ou aux endotoxines (Liu et al., 2005). Les HDL protège contre 
l’athérosclérose et cet effet est partiellement dû aux EPCs (Petoumenos et al., 2008). 
Le nombre de colonies d’EPCs en culture est proportionnel au taux d’HDL circulant. 
Le traitement d’EPCs avec des HDL y augmente l’eNOS et y diminue MMP-9 et 
inhibe leur apoptose par l’inhibition de la caspase 3 (Noor et al., 2007). Les 
adipocytokines ont des effets sur les EPCs. L’adiponectine est associée au nombre 
d’EPCs (Matsuo et al., 2007) et la leptine, à haute concentration, inhibe la formation 
de tube et la migration des EPCs qui en expriment le récepteur (Wolk et al., 2005). 
L’exercice augmente le nombre d’EPCs (Rehman et al., 2004) par un mécanisme 
dépendant du NO (Laufs et al., 2005; Laufs et al., 2004). Un haut taux de glucose, 
comme dans le diabète, diminue le nombre d’EPCs, leur production de NO, leur 
migration, leur formation de tube et augmente leur sénescence (Chen et al., 2007). 
Les EPCs en culture ne réagissent pas de la même façon au glucose selon leur temps 
passé en culture. Tôt en culture, le glucose augmente la prolifération et diminue 
l’apoptose alors que plus tard en culture, le glucose a un effet inverse. Le mécanisme 
expliquant ce phénomène peut être lié à la production de ROS (Zhang et al., 2008). 
L’activation des cellules endothéliales dans la dysfonction endothéliale augmente 
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l’expression de E-sélectine ce qui entraine une hausse de l’adhésion des EPCs 
(Nishiwaki et al., 2007). La diminution de l’eNOS dans les cellules endothéliales 
provoque la diminution de MMP-9 et la baisse de recrutement des EPCs (Aicher et 
al., 2003). 
 
 Les forces de cisaillement, augmentées dans l’athérosclérose, haussent la 
différenciation des EPCs par la voie d’Akt (Chen et al., 2007), leur prolifération et 
leur formation de tubes et haussent leur expression des récepteurs du VEGF, 
VEGFR1 et R2 (Yamamoto et al., 2003). L’hypoxie est souvent subséquente à 
l’athérosclérose. Elle cause une hausse du taux d’EPCs dans le sang périphérique et 
de leur migration (Akita et al., 2003). Elle provoque aussi une augmentation de 
l’expression d’ICAM-1 et de SDF-1 (Lee et al., 2006) ce qui entraîne une hausse du 
recrutement des EPCs (Shintani et al., 2001; Yoon et al., 2006). Le SDF-1 hausse le 
nombre d’EPCs aux sites d’ischémie et la formation de tube (De Falco et al., 2004). 
De plus, SDF-1 augmente la migration et l’angiogenèse in vivo (Yamaguchi et al., 
2003) et diminue l’apoptose par les voies de l’eNOS, d’Akt et de la PI3 kinase 
découlant de l’activation du récepteur CXCR4 (Zheng et al., 2008). Les taux de SDF-
1, d’EPCs et de VEGF corrèlent tous entre eux, SDF-1 et VEGF jouent un rôle dans 
le contrôle des EPCs dérivés de la moelle osseuse (Smythe et al., 2008). Le VEGF est 
augmenté après un trauma vasculaire (Gill et al., 2001) et hausse la mobilisation des 
EPCs (Kalka et al., 2000a). Le VEGF permet le recrutement rapide des EPCs et 
l’angiopoïétine effectue un recrutement à retardement des EPCs (Moore et al., 2001). 
 
C.4.2. Régulateurs pharmacologiques 
 
 Des molécules déjà utilisées dans le traitement de l’athérosclérose et des 
maladies cardiovasculaires se sont révélées efficaces dans l’amélioration de la 
fonction des EPCs. Plusieurs études ont démontré que les statines et les agonistes 
PPARγ augmentent le nombre d’EPCs en circulation (Gensch et al., 2007; Spiel et 
al., 2008; Vasa et al., 2001a; Walter et al., 2002). De plus, les agonistes PPARγ 
promeuvent la néoangiogenèse en améliorant les fonctions des EPCs en haussant leur 
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migration, leur formation de colonies et en diminuant leur apoptose (Gensch et al., 
2007; Pistrosch et al., 2005; Werner et al., 2007a). Les statines haussent la 
prolifération (Assmus et al., 2003), la migration (Vasa et al., 2001a) et la survie des 
EPCs par l’activation d’Akt (Llevadot et al., 2001). Elles augmentent aussi la 
mobilisation des EPCs par une hausse de l’eNOS (Landmesser et al., 2004) et leur 
adhésion par les intégrines, augmentant la réendothélialisation (Walter et al., 2002). 
Le traitement aux statines favorise la différenciation des cellules mononuclées du 
sang périphérique en cellules endothéliales et favorise la sécrétion de l’IL-8 par les 
monocytes ce qui entraine la hausse des fonctions des EPCs (Park et al., 2008). Une 
thérapie conjointe de statines et d’injection d’EPCs résulte en une angiogenèse 
puissante chez l’animal (Hu et al., 2008). 
 
C.5. Cellules progénitrices endothéliales à croissance tardive  
 
 Une sous-population d’EPCs a des caractéristiques bien particulières et 
semble impliquée de façon importante, en collaboration avec les autres types d’EPCs, 
dans l’angiogenèse. Contrairement aux EPCs précoces qui meurent après quelques 
semaines en culture, les cellules progénitrices endothéliales à croissance tardive 
(EPCs tardives) forment des colonies de cellules en forme de pavés après deux à trois 
semaines et ont ensuite une croissance exponentielle pendant une douzaine de 
semaines (Hur et al., 2004). Tout comme les EPCs, les EPCs tardives sont issues de 
la moelle osseuse et se trouvent en circulation mais elles ont un grand potentiel 
réplicatif (Lin et al., 2000). Le sang de cordon ombilical est plus riche en EPCs 
tardives que le sang adulte et leurs fonctions sont améliorées (Ingram et al., 2004). 
Certaines pathologies augmentent le nombre d’EPCs tardives. En effet, des EPCs 
tardives ont pu être isolées de 10% de sujets sains, de 22% de patients ayant des AVC 
chroniques et dans 71% des patients après un AVC (Chu et al., 2008). 
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C.5.1. Marqueurs  
 
 Faisant partie des EPCs, les EPCs tardives partagent certains des marqueurs 
des EPCs. Les deux types cellulaires expriment CD34, VEGFR2 (Timmermans et al., 
2007), la cadhérine endothéliale vasculaire (VE-cadhérine), le facteur de von 
Willebrand (vWF) (Fuchs et al., 2006a; Hur et al., 2004), CD31 (Fuchs et al., 2006a; 
Sharpe et al., 2006) et eNOS (Gulati et al., 2003). Par contre, seules les EPCs 
tardives expriment CD36 (Yoon et al., 2005), et la cavéoline-1 (Fuchs et al., 2006a; 
Gulati et al., 2003) et elles n’expriment pas CD45 et CD133 (Timmermans et al., 
2007) ni CD14 (Gulati et al., 2003). Contrairement aux EPCs précoces qui sont une 
population hétérogène, les EPCs tardives constituent une population homogène 
(Yoon et al., 2005).  
 
C.5.2. Fonctions 
 
 Contrairement aux EPCs précoces dont la fonction serait principalement 
sécrétrice, les EPCs tardives joueraient un rôle plus cellulaire en s’intégrant de façon 
stable aux vaisseaux en réparation ou en formation (Hur et al., 2004). En effet, les 
EPCs tardives ont la capacité de faire des tubes dans le matrigel plus fortement que 
les EPCs précoces (Yoon et al., 2005), de s’intégrer dans une structure d’HUVECs 
(Mukai et al., 2008), de produire des capillaires (Ha et al., 2007) et de former des 
bourgeons angiogéniques (Fuchs et al., 2006b). Les fonctions des EPCs tardives sont 
très sensibles aux facteurs pro-angiogéniques et anti-angiogéniques (Ha et al., 2007). 
La hausse du taux de glucose diminue la prolifération des EPCs tardives (Chen et al., 
2007). Il existe une interaction synergétique entre les EPCs et les EPCs tardives dans 
la néovascularisation (Yoon et al., 2005). Les EPCs tardives expriment le récepteur 
de la thrombine et son activation augmente la prolifération, la migration et la 
différenciation des EPCs tardives par une voie de signalisation impliquant SDF-1 et 
CXCR4 de manière autocrine (Smadja et al., 2005). Les EPCs tardives ont tout de 
même une certaine activité sécrétrice avec la production du NO (Ha et al., 2007; 
Yoon et al., 2005) et de l’IL-8 (He et al., 2005). Les facteurs sécrétés par les EPCs 
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tardives augmentent la prolifération des HUVECs in vitro (He et al., 2005) et guident 
la différenciation des cellules souches mésenchymateuses (MCS) vers les cellules 
endothéliales (Wang et al., 2008). Les effets bénéfiques dans l’angiogenèse et leur 
capacité de prolifération permettent d’envisager l’utilisation des EPCs tardives en 
bio-ingénierie (Fuchs et al., 2006b). 
 
D. HYPOTHÈSE ET BUTS 
 
 Vu les effets bénéfiques de l’adiponectine et des cellules progénitrices 
endothéliales (EPCs) contre l’athérosclérose, nous croyons que les effets de 
l’adiponectine peuvent s’expliquer, entre autres, via ses interactions avec les EPCs. 
L’objectif de mes travaux était donc d’étudier les interactions entre les EPCs et 
l’adiponectine à plusieurs niveaux soit la détection de l’expression des récepteurs de 
l’adiponectine au niveau des EPCs, l’évaluation des effets de l’adiponectine sur les 
fonctions des EPCs et la caractérisation de la maturation de l’adiponectine par les 
EPCs. 
 
 MÉTHODES DÉTAILLÉES 
 
A. MÉTHODOLOGIE 
 
 La stratégie privilégiée dans ce projet nécessitait la préparation d’une 
adiponectine recombinante, pure, au profil semblable à ce que l’on retrouverait chez 
l’humain. Il a donc été nécessaire de produire la protéine dans des cellules de 
mammifères pour obtenir les modifications post-traductionnelles essentielles à 
l’oligomérisation de l’adiponectine (Wang et al., 2006). Ceci a été rendu possible 
grâce à l’ajout à la protéine d’une séquence de reconnaissance par affinité pour sa 
purification, à la production à grande échelle dans une lignée cellulaire humaine et à 
la purification de la protéine par chromatographie. In a ensuite été nécessaire 
d’éliminer les endotoxines de la préparation protéique. En effet, comme il été 
mentionné plus haut, l’adiponectine se lie aux endotoxines (Peake et al., 2006) et il a 
déjà été démontré que certains stimulants peuvent avoir des effets différents sur 
certaines cellules lorsqu’ils sont contaminé avec des endotoxines (Payeli et al., 2008). 
 
  Le deuxième aspect du projet concernait l’isolation de cellules progénitrices 
endothéliales à partir du sang de donneurs sains et l’étude de leurs caractéristiques 
cellulaires. L’isolation des EPCs est un processus en deux étapes : tout d’abord 
l’isolation par gradient de densité des cellules mononuclées du sang périphérique puis 
par adhérence sélective des cellules. La caractérisation des cellules a été effectuée par 
marquages spécifique à la lectine et aux acLDL et par marquage des récepteurs 
extracellulaire. De plus, un projet parallèle consistait en l’obtention de cellules 
progénitrices endothéliales tardives à partir des cultures d’EPCs dans le but de les 
étudier en relation avec l’adiponectine. 
 
 Les deux premières étapes étaient conçues pour mener à la stimulation des 
EPCs avec l’adiponectine préparée précédemment et analyser les effets réciproques 
entre l’adiponectine et les EPCs. Pour ce faire, nous avons étudié chez les EPCs la 
présence des récepteurs de l’adiponectine ainsi que leur expression de l’élastase, 
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protéine impliquée dans la maturation de l’adiponectine (Waki et al., 2005). Nous 
avons également testé les effets de l’adiponectine sur les EPCs au niveau fonctionnel. 
Finalement, des réactions enzymatiques de maturation de l’adiponectine par les EPCs 
ont été effectuées.  
 
B. PRODUCTION ET PURIFICATION D’UNE ADIPONECTINE 
RECOMBINANTE 
 
 L’adiponectine recombinante humaine a été produite dans des conditions 
aussi physiologiques que possible et purifiée au maximum pour avoir des réponses 
spécifiques à celle-ci et non pas à divers contaminants possibles.   
 
B.1. Construction 
  
 Le plasmide pCMV-Sport6 hAdipoQ, contenant l’ADN complémentaire 
complet de l’adiponectine humaine, a été obtenu de la compagnie Open Biosystems 
(Huntsville AL, USA). Les oligonucléotides ont été commandés chez IDT 
(Coralville, IA, USA). Les enzymes de restrictions proviennent de New England 
Biolabs (Ipswich, MA, USA). Les réactions de polymérisation en chaine (PCR) ont 
été effectuées avec la TAQ DNA polymérase (New England Biolabs). 
  
 La première réaction PCR a permis de préparer une séquence pour l’ajout 
d’un motif hexa-histidine en position c-terminale de l’adiponectine. Trois 
oligonucléotides ont été utilisés, servant à la fois de matrices et d’amorces (deux 
oligonucléotides sens : 5’-GCTTTCTTCTCTACCATGACACCAACCA-3’ et        
5’-CATGACACCAACCATCATCATCATCATC-3’ et un oligonucléotide anti-sens : 
5’-GTACTCGAGTCAGTGA TGATGATGATGAT-3’). Cette réaction a généré une 
bande de 56 paires de bases.  
  
 La deuxième réaction PCR avait pour but l’amplification de la séquence 
codant pour la partie C-terminale de la protéine. Nous avons utilisé pour ce faire le 
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plasmide pCMV-Sport6 hAdipoQ comme matrice et deux amorces, une en amont du 
site BglII au milieu de la séquence codante et l’autre à la fin de la séquence codante 
(oligonucléotides sens : 5’-GCATTCAGTGTGGGATTGGAGA-3’, oligonucléotide 
anti-sens : 5’-TGGTTGGTGTCATGGTAGAGAAGAAAGC-3’). Cette réaction a 
généré une bande de 395 paires de bases.  
  
 Ces deux premières bandes de PCR ont été purifiées sur gel pour servir de 
matrice à la troisième réaction PCR. Cette dernière réaction a permis de fusionner la 
séquence codante de l’adiponectine à partir du 115e acide aminé en N-terminal avec 
celle codant pour la queue hexa-histidine. Les deux résultats de PCR précédents ont 
fait office de matrice et les oligonucléotides anti-sens de la première réaction PCR et 
sens de deuxième réaction ont été utilisés comme amorces. La bande finale à insérer 
dans le plasmide contenant la séquence pour la partie N-terminale de l’adiponectine 
comporte 414 paires de bases. Un résumé des réactions de PCR ainsi que les 
séquences obtenues est présenté à l’annexe II. 
 
 Pour l’insertion de la cassette dans le plasmide pCMV-Sport6 hAdipoQ, la 
bande finale de PCR et le plasmide ont été digérés avec les enzymes de restriction 
BglII et XhoI puis purifiés sur gel. La ligation entre les deux produit a été effectuée 
avec la T4 DNA ligase (USB, Cleveland, OH, USA). Ce plasmide a été transformé 
dans des bactéries compétentes DH5α (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Les clones 
ont été sélectionnés par résistance à l’ampicilline. Une digestion de l’ADN isolé de 
ces clones par EcoRI et HindIII a permis d’identifier les clones ayant intégré l’insert. 
Ceux-ci ont été séquencés (amorce : 5’-GCATTCAGTGTGGGATTGGAGA-3’) et 
un des clones a été conservé pour la suite.   
 
 Pour être utilisé dans les cellules désirées, l’insert a dû être transféré dans un 
autre plasmide. Le plasmide choisi confère aux cellules une résistance à la Zeocin 
(Invitrogen). Le plasmide pcDNA 3.1/Zeo(-) (Invitrogen) et le plasmide pCMV-
Sport6 hAdipoQ hexa-histidine ont été digérés avec les enzymes de restriction EcoRI 
et HindIII et purifiés sur gel. La ligation entre l’insert et le plasmide pcDNA 
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3.1/Zeo(-) a ensuite été effectuée avec la T4 DNA ligase. Le plasmide pcDNA 
3.1/Zeo(-) hAdipoQ hexa-histidine a été transformé et amplifié dans des bactéries 
compétentes DH5α, puis purifié par colonnes Qiagen Plasmid Maxi kit (Qiagen, 
Germantown MD, USA) 
 
B.2. Production 
 
 La construction a été transfectée dans des HEK (cellules embryonnaires 
humaines de rein) 293T (ATCC, Manassas, VA, USA) dans du DMEM (milieu Eagle 
modifié de Dulbecco) (Sigma-Aldrich, St-Louis MO, USA) avec 10% de sérum fœtal 
bovin (FBS) (Biocell, Rancho Dominguez CA, USA) par Lipofectamine 2000 
(Invitrogen). La sélection a été effectuée par résistance à la Zeocin (400 μg/ml) en 
dilutions limites à 2000 cellules par puits. Les clones ont été choisis en fonction de 
leur niveau d’expression du gène de l’adiponectine, vérifié par PCR quantitative 
(qPCR) (voir section D) et confirmée par immunobuvardage de type Western (voir 
section E), et par leur vitesse de croissance. La production s’est effectuée à partir du 
clone choisi en le cultivant pendant 16 heures dans du DMEM sans sérum ni Zeocin. 
Le milieu a été conservé à 4°C avec 0,02% d’azide de sodium (EMD Chemicals, 
Gibbstown NJ, USA) jusqu’au moment de la purification. 
 
B.3. Purification 
 
 Le milieu de culture récolté est concentré par filtration sous pression avec 
une membrane poreuse avec un seuil de coupure de 10 kDa (Millipore, Billerica MA, 
USA). La protéine est ensuite isolée du milieu concentré par chromatographie liquide 
à performance rapide (FPLC) sur colonne d’affinité au nickel. La protéine est lavée 
sur la colonne avec une solution 0,02 M de phosphate de sodium (pH 7,4) et 0,5 M de 
chlorure de sodium et l’élution se fait par un gradient progressif de 10% à 100 % 
d’une solution 0,02 M de phosphate de sodium (pH 7,4), 0,5 M de chlorure de 
sodium et 0,5 M imidazole (Sigma-Aldrich). Les protéines sont recueillies par 
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fractions de 1 ml. Pour sélectionner les fractions d’intérêt, la présence de 
l’adiponectine a été vérifiée par immunobuvardage de type Western (voir section E).  
  
 Les fractions contenant de l’adiponectine ont été combinées, dialysées contre 
de la saline tamponnée au phosphate (PBS) (150 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,3 mM 
KH2PO4 et 8,1 mM Na2HPO4) et concentrées par centrifugation sur membrane avec 
seuil de 10 kDa (Millipore). La concentration d’endotoxines dans l’échantillon a été 
analysée par essai Pyrogent Limulus Amebocyte Lysate (Cambrex BioScience, 
Walkersville MD, USA). L’échantillon de protéines a finalement été passé sur 
colonne Acticlean Etox (Sterogene Bioseparation, Carlsbad CA, USA) pour enlever 
les endotoxines jusqu'à une concentration inférieure aux normes de l’United States 
Pharmacopeial Convention (normes USP) de 0,06 unité d’endotoxines par millilitre 
(EU). 
 
B.4. Caractérisation 
 
 L’adiponectine purifiée a été dosée par essai de type Bradford (Bio-Rad 
Protein Assay, Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA). Sa pureté a été vérifiée 
par électrophorèse sur gel de polyacrylamide avec dodecyl sulfate de sodium (SDS-
PAGE) coloré par bleu de Coomassie (Coomassie Brillant Blue R-250, Bio-Rad 
Laboratories). La concentration finale en endotoxines a été revérifiée par essai 
Pyrogent Limulus Amebocyte Lysate. Le ratio d’adiponectine HMW par rapport à 
l’adiponectine totale est dosé par dosage d'immunoabsorption liée à enzyme (ELISA) 
Adiponectin (Multimeric) EIA (ALPCO Diagnostics, Salem NH, USA). La protéine 
préparée est aliquotée et conservée à  –20°C. 
 
C. CULTURE CELLULAIRE 
 
 La culture cellulaire comprend les HEK 293T mentionnées plus haut, les 
cellules progénitrices endothéliales isolées à partir du sang périphérique, les cellules 
endothéliales  de veines ombilicales humaines (HUVECs) (Cambrex BioScience), les 
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cellules endothéliales de coronaires humaines (HCAECs) (Cambrex BioScience), les 
THP-1 (monocytes) (ATCC) et les HepG2 (carcinome hépatocellulaire) (ATCC). 
 
C.1. Cellules progénitrices endothéliales 
 
C.1.1.  Donneurs sains 
 
 L’étude a été approuvée par le comité d’éthique du centre de recherche de 
l’Institut de Cardiologie de Montréal. Le consentement éclairé de chaque sujet a été 
obtenu avant leur participation. Les donneurs sont répartis également entre les 
femmes et les hommes. Pour les donneurs dont les cellules ont été utilisées pour les 
tests d’apoptose en présence d’adiponectine, du plasma pauvre en plaquettes a été 
prélevé par centrifugation pour doser l’adiponectine totale et ses différentes formes 
dans le sang par ELISA (dosage d'immunoabsorption liée à enzyme) Adiponectin 
(Multimeric) EIA (ALPCO Diagnostics) ainsi que pour doser le glucose, la CRP 
(Dimension RxL Max, Dade Behring IL, USA) et faire un bilan lipidique. 
 
C.1.2. Isolation 
 
 Les cellules mononuclées peuvent être séparées des autres éléments du sang 
grâce à leur différence de densité. Le milieu de séparation Ficoll a une densité 
supérieure à celle des lymphocytes, des monocytes et des plaquettes, mais inférieure à 
celle des érythrocytes et des granulocytes. Le sang déposé sur Ficoll va donc se 
séparer en deux fractions qui pourront être récupérées séparément. Pour obtenir les 
cellules mononuclées, la fraction se situant à l’interface entre le Ficoll et le plasma 
sera récupérée.  
 
 Le sang veineux, additionné de l’anticoagulant citrate dextrose (ACD), 
obtenu des donneurs sains a été dilué 1:1 dans du PBS à 37°C et déposé sur le Ficoll-
Paque Plus (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA). Après centrifugation (40 minutes 
à 500 g), la couche de cellules mononuclées est récupérée et lavée au PBS. Ces 
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cellules sont ensuite remises en culture dans des puits préalablement recouverts de 
collagène I à 5 µg/cm2 (BD Biosciences, Bedford MA, USA) à une densité de 1,5 x 
106 cellules/cm2 dans du milieu EGM-2 (milieu de croissance endothélial-2) (Lonza, 
Walkersville MD, USA) complété à 20% de sérum ES Cells Qualified Mexico 
(ESQM) (Gibco/Invitrogen, Grand Island NY, USA). Les cellules sont incubées 
pendant 4 jours à 37°C, 5% CO2 puis les cellules non adhérentes sont enlevées et les 
cellules adhérentes sont lavées et remises dans du milieu complet frais. Leur milieu 
est ensuite renouvelé tous les 3 jours jusqu’au moment des tests.  
 
C.1.3. Caractérisation 
 
Emmagasinage des LDL acétylés et coloration à la lectine  
 
 Les EPCs sont identifiées par leur capacité à emmagasiner les LDL acétylés 
(acLDL) et à se lier à la lectine.  Pour ce faire, les acLDL sont marquées au colorant 
DIL et la lectine est conjuguée à un fluorochrome, le FITC. Après 4 jours en culture, 
les EPCs sont incubées avec du acLDL complexé au Dil (Dil-acLDL) à 2,4 μg/ml de 
milieu (Invitrogen) pendant une heure à 37°C. Les cellules sont ensuite fixées avec 
une solution de formaldéhyde 4% dans du PBS. Une incubation d’une heure avec de 
la lectine provenant de Ulex europeaus conjuguée au FITC à 10 μg par ml de milieu 
(Sigma-Aldrich) complète le test. Les EPCs sont ensuite observées en microscopie à 
fluorescence et photographiées. 
 
Caractérisation par marqueurs de surface 
 
 Après 7 jour en culture, les cellules sont décollées de chaque puits d’une 
plaque de 6 puits avec du PBS-EDTA 1 mM. Elles sont ensuite récupérées par 
centrifugation (10 min à 500 g), comptées et resuspendues dans 80 µl de PBS 0,5% 
BSA (albumine de sérum bovin) (Fisher Scientific, Fair Lawn NJ, USA)  et incubées 
avec 20 µl de FcR Blocking Reagent (Miltenyi, Auburn CA, USA) pendant 15 
minutes à 4°C.  On ajoute ensuite du PBS 0,5% BSA de manière à obtenir une 
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suspension cellulaire à 1,5 x 106 cellules/ml. Pour chaque marquage, on utilise 100 μl 
de cette suspension. 
 
  Les suspensions cellulaires sont donc utilisées à 150 000 cellules dans 100 
µl pour chaque marquage. Les anticorps primaires suivants ont été utilisés : CD14-
PerCP (clone MΦP9, IgG2bκ, souris) à 2,5 μg/ml (BD Biosciences), CD31-FITC 
(clone WM59, IgG2κ, souris) à 5 μg/ml (BD Biosciences), CD34-FITC (clone 
AC136, IgG2a, souris) à 0,165 μg/ml (Miltenyi), CD45-FITC (clone 2D1, IgG1κ, 
souris) à 5 μg/ml  (BD Biosciences), CD133/2-PE (clone 293C3, IgG2b, souris) à 
0,165 μg/ml (Miltenyi), VE-cadhérine (CD144)-PE (clone TEA1/31, IgG1, souris) à 
1,25 μg/ml (Beckman Coulter, Marseille, France), VEGFR2 (clone KDR/EIC, IgG1, 
souris) à 0,1 μg/ml (Abcam, Cambridge MA, USA). Pour le marquage du KDR, un 
anticorps contrôle IgG1 de souris à 1 μg/ml  (R&D Systems, Minneapolis MN, USA) 
et un anticorps secondaire de chèvre anti-IgG de souris couplé au PE à 2,5 μg/ml 
(Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) ont aussi été utilisés. Un marquage contre le 
récepteur adipoR1 a aussi été effectué. L’anticorps primaire monoclonal de souris 
contre AdipoR1 humain 0,3 mg/ml (Abcam) et l’isotype contrôle IgMκ de souris 0,3 
mg/ml (Abcam), tous deux conjugué à l’allophycocyanine (APC) par Phycolink 
Allophycocyanin conjugation kit (Prozyme, San Leandro CA, USA), ont été utilisés. 
Les cellules ont été analysées par cytométrie en flux (LSRII, BD biosciences, 
Franklin Lakes, NJ USA). Les résultats ont été analysés en utilisant les logiciels Diva 
version 5.0.3 (BD) ou FlowJo version 8.8.2 (TreeStar, Ashland OR, USA) 
 
C.1.4. Tests fonctionnels 
 
Test d’apoptose par privation de sérum 
 
 Au 6e jour de culture des EPCs ou lorsque les HUVECs avaient atteint 85% 
de confluence, les cellules ont été rincées et ont ensuite été incubées 17 heures dans 
cinq conditions différentes : avec du milieu complet (EGM-2 20% ESQM pour les 
EPCs et EGM-2 pour les HUVECs), avec du milieu appauvri (EBM-2 (milieu 
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endothélial basal-2) sans sérum), avec du milieu appauvri contenant 10 μg/ml 
d’adiponectine recombinante, avec du milieu appauvri contenant 10 μg/ml de 
polymyxine B (Sigma-Aldrich) et avec du milieu appauvri contenant 10 μg/ml 
d’adiponectine recombinante et 10 μg/ml de polymyxine B. Les EPCs ont été 
décollées à la dispase 0,5 mg/ml (Gibco/Invitrogen) et les HUVECs ont été 
trypsinisées (Sigma-Aldrich). Les cellules ont été récupérées dans des tubes séparés. 
Elles ont ensuite été resuspendues dans de l’Annexin Binding Buffer 1X (BD 
Biosciences (Pharmingen)) et distribuées dans trois tubes contrôles et cinq tubes 
d’analyse. Les cellules ont été incubées 15 minutes à température ambiante en 
présence de 2,5 µl d’Annexin-FITC (BD Biosciences) et de 2,5 µg/ml de Propidium 
Iodide Staining Solution (BD Biosciences). La fluorescence a été mesurée par 
cytométrie en flux (LSRII, BD biosciences). 
 
Test de migration 
 
 Au 7e jour de culture, les EPCs ont été décollées au PBS-EDTA 1mM. Les 
cellules ont été remises dans du milieu EBM-2 sans sérum. Dans des chambres de 
Boyden modifiées, dans des plaques de 24 puits, (Corning, Corning NY, USA) 
recouvertes de collagène I à 5 µg/cm2, 20 000 cellules dans 100 µl de milieu EBM-2  
sans sérum ont été déposées. Dans le puits sous les chambres, quatre milieux 
différents ont été utilisés : du EBM-2 à 5% ESQM (contrôle), du EBM-2 à 5% ESQM 
avec 10 µg/ml d’adiponectine recombinante, du EBM-2 à 5% ESQM avec 10 µg/ml 
de polymyxine B et du EBM-2 à 5% ESQM avec 10 µg/ml d’adiponectine et 10 
µg/ml de polymyxine B. Les cellules ont été incubées à 37°C pendant 24 heures. Pour 
analyser les résultats, les cellules ont été fixées au paraformaldéhyde 10% dans du 
PBS, puis colorées dans une solution de cristal violet 0,1% (Sigma-Aldrich) et de 
méthanol (Sigma-Aldrich) 20%. Les cellules n’ayant pas migré sont enlevées et les 
EPCs ayant migré sont comptées dans trois champs par puits à grossissement 10X par 
champs au microscope. 
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C.1.5. EPCs tardives 
 
 Les EPCs tardives s’obtiennent par culture prolongée des EPCs chez certains 
donneurs. Suite à une isolation normale d’EPCs, le milieu de culture des EPCs est 
changé après une semaine en culture pour du milieu EBM-2 (Lonza) avec 10% de 
sérum ESQM. Le milieu est renouvelé tous les trois jours. Lorsque les cellules 
arrivent à confluence, il est possible de les décoller avec du PBS EDTA 1mM et de 
les remettre en culture dans du milieu EBM-2 avec 10% de sérum ESQM à une 
densité d’environ 50 000 cellules/cm2 dans des puits recouvert de collagène de type I 
à 5 µg/cm2.  
 
C.2. Lignées cellulaires  
 
  Les HUVECs et les HCAECs ont été cultivées dans du milieu EGM-2 
(Lonza), les THP-1 ont été cultivées dans du milieu RPMI-1640 (Roswell Park 
Memorial Institute)  (ATCC) 10% FBS (Biocell) et  les HepG2 ont été cultivées dans 
du milieu EMEM (Eagle's minimal essential medium) (Sigma-Aldrich), 10% FBS. 
Ces cellules ont été utilisées comme contrôles ou pour l’optimisation dans les 
expériences de PCR quantitative, d’immunobuvardage de type Western et de 
caractérisation par marqueurs de surface.  
 
D. PCR QUANTITATIVE 
 
 Les cellules en culture ont été décollées au PBS-EDTA 1 mM. Elles ont 
ensuite été resuspendues dans un ratio de 500 000 cellules par 100 μl de tampon dans 
du tampon de lyse contenant du β-mercaptoéthanol (Stratagene, Santa Clara CA, 
USA). Les ARN ont été isolés par colonne Absolutely RNA, microprep kit 
(Stratagene). La concentration et la qualité de l’ARN ont été évaluées par puces 
Agilent RNA 6000 Nano (Agilent Technologies, Santa Clara CA, USA) sur Agilent 
2100 Bioanalyzer (Agilent). Seules les préparations d’ARN ayant un RIN (valeur 
d’intégrité de l’ARN) supérieur à 8 ont été utilisées. Les ADN complémentaires ont 
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été synthétisés par SuperScript III First-Strand Synthesis System for RT-PCR 
(Invitrogen) à partir de 1 μg d’ARN total. 
 
 Les amorces ont été conçues par Beacon Designer 7.0 (Premier Biosoft 
International, Palo Alto CA, USA). Tous les oligonucléotides ont été obtenus d’IDT 
(Integrated DNA Technologies). En plus des tests d’expression des clones pour la 
production d’adiponectine recombinante, cinq gènes ont été étudiés, codant pour 
AdipoR1, AdipoR2, H-cadhérine, l’adiponectine et l’élastase des neutrophiles. Les 
résultats on été exprimé en relation avec l’expression du au gène de GAPDH. Les 
séquences des amorces utilisées sont détaillées dans la supplementary table II. Toutes 
les paires d’amorces ont été préalablement testées et seules les paires permettant une 
efficacité d’amplification supérieure à 90% et démontrant l’absence de formation de 
dimères d’amorce ont été utilisées. Les oligonucléotides ont été utilisés à une 
concentration de 0,4 μM sauf ceux pour l’adiponectine (0,28 μM). GAPDH a été 
choisi comme gène normalisateur après confirmation de sa constance dans les 
différents spécimens. Les réactions de PCR quantitative ont été réalisées avec les 
réactifs Platinum SYBR Green qPCR Supermix-UDG (Invitrogen) sur Mx3005P 
(Stratagene). La quantification relative des ARNm a été analysée avec le logiciel 
MXPro (version 3.0) par quantification comparative corrigé selon la méthode des 
ΔΔCt (Pfaffl, 2001). 
 
E. IMMUNOBUVARDAGE DE TYPE WESTERN 
 
 Les cellules ont été traitées avec un tampon de lyse (Tris-HCl 50 mM (pH 
7,5), fluorure de sodium 20 mM, β-glycérophosphate 20 mM, EDTA 5 mM, EGTA 
10 mM, sodium orthovanadate (Na3VO4) 1 mM, Triton 1% (v/v), cocktail 
d’inhibiteur de protéases pour usage général 1% (v/v) (Sigma-Aldrich). Les protéines 
ont été dosées par essai de type Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad 
Laboratories) et diluées dans du tampon de dénaturation (Tris-HCl 125 mM (pH 6,8), 
glycérol 20%, SDS 4%, β-mercaptoéthanol 0,2%, bleu de bromophénol 0,001%). Les 
protéines ont été séparées sur gels SDS-PAGE à 12,5 (AdipoR1 et adiponectine) ou 
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15 % (adiponectine digérée) d’acrylamide, puis transférées sur membrane de 
nitrocellulose (Bio-Rad Laboratories). Après le transfert, les membranes ont été 
bloquées avec une solution de 5% de lait écrémé dans du tampon (Tris-HCl 25 mM 
(pH 7,5), NaCl 150 mM, Tween 20 0,1%) et incubées avec l’anticorps anti-
adiponectine humaine (clone 251321, IgG2a, rat) 1:1000 (R&D Systems, 
Minneapolis MN, USA) ou l’anticorps anti-AdipoR1 humain (polyclonal, IgG, lapin) 
1:600 (Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame CA, USA). Selon la protéine étudiée, 
les anticorps secondaires de chèvre conjugués à la peroxydase contre l’IgG de lapin 
1:7500 (Alpha Diagnostic, San Antonio TX, USA) ou contre l’IgG de rat 1:10 000 
(Bethyl Laboratories, Montgomery TX, USA) ont été utilisés pour révéler la protéine.  
La détection a été faite avec les solutions Western Lightning Plus-ECL (Perkin-
Elmer, Waltham MA, USA) et  des films BioMax Light (Kodak, Rochester NY, 
USA). 
 
F. ACTIVITÉ ÉLASTASE 
 
 L’activité élastase des EPCs a été testée dans les milieux conditionnés par 
Innozyme Human Neutrophil Elastase Immunocapture Activity Assay Kit 
(Calbiochem, EMD Chemicals). La capacité de l’élastase des neutrophiles à générer 
la forme globulaire de l’adiponectine a été vérifiée sur 4 μg d’adiponectine 
commerciale (4 μg/ml) (R&D Systems, Minneapolis MN, USA) par 0,048 U 
d’élastase de neutrophiles purifiée (0,48 U/ml) (Calbiochem) dans 100 μl de tampon 
(0,2 M Tris pH 8.0, 0,1 M NaCl, 0,02% NaN3 and 0,1% PEG8000) pendant 3 heures 
à 37°C et 60 ng de protéine a été utilisé pour la détection par immunobuvardage de 
type Western. 
 
G. ANALYSE STATISTIQUE  
 
 Le test statistique utilisé a été une analyse de variance (ANOVA) à mesures 
répétées à moins de mention contraire. Les analyses ont été effectuées avec le logiciel 
SAS version 8.2 (SAS Institute Inc., Cary NC, USA). Une valeur de P inférieure à 
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0,05 a été considérée comme significative. Les données sont représentées par la 
valeur moyenne plus ou moins l’erreur standard de la moyenne (SEM), à moins d’être 
indiqué différemment. 
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A. ABSTRACT 
 
 Objective: Adiponectin is an adipokine whose plasma levels are inversely 
correlated to metabolic syndrome components. Adiponectin protects against 
atherosclerosis and decreases risks in myocardial infarction. Endothelial progenitor 
cells (EPCs) are a heterogeneous population of circulating cells involved in vascular 
repair and neovascularization. EPCs number is reduced in patients with 
cardiovascular disease. We hypothesize that the positive effects of adiponectin 
against atherosclerosis are explained in part by its interactions with EPCs. 
 
 Methods: Cells were obtained from healthy volunteers’ venous blood by 
mononuclear cell isolation and plating on collagen-coated dishes. Three 
subpopulations of EPCs were identified and characterized by flow cytometry 
immunophenotyping. EPCs’ expression of adiponectin receptors, AdipoR1, and 
AdipoR2 was evaluated by qPCR. The effects of recombinant adiponectin on EPCs’ 
susceptibility to apoptosis were assessed. Finally, expression of neutrophil elastase by 
EPCs and activity of this enzyme on adiponectin processing were assessed. 
 
 Results: Quantitative PCR analysis of EPCs mRNAs showed that AdipoR1 
mRNA is expressed at higher levels than AdipoR2. Expression of AdipoR1 protein 
was confirmed by Western Blot. Adiponectin significantly increased survival of two 
subpopulations of EPCs in condition of serum deprivation. Such effect could not be 
demonstrated in the third EPCs subpopulation. We also demonstrated that EPCs 
express neutrophil elastase. Neutrophil elastase activity was confirmed in EPCs’ 
conditioned media.  
 
 Conclusion: Adiponectin protects some EPCs subpopulations against 
apoptosis and therefore could modulate EPCs ability to repair vascular damage. 
Neutrophil elastase activity of EPCs could locally modulate adiponectin activity by 
its involvement in the generation of the globular form of adiponectin.  
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Neutrophil elastase 
 
B.  INTRODUCTION 
  
 Adipose tissue is an endocrine organ [1] that secretes various cytokines, also 
known as adipokines. One adipokine, adiponectin, is paradoxically decreased in 
obesity [2]. Adiponectin plasma levels are inversely correlated to coronary artery 
disease (CAD) [3,4] and risk factors for CAD [5,6]. This protein can form homo-
trimers and further combine into hexamers and high molecular weight (HMW) 
complexes [7]. Adiponectin can be processed by the neutrophil elastase to generate 
its globular form [8] which has cardioprotective effects after myocardial ischemia-
reperfusion [9]. Two receptors for adiponectin, AdipoR1 and AdipoR2, have initially 
been identified in the muscle and in the liver, respectively [10]. The presence of these 
receptors has also been demonstrated in various tissues [11,12], including endothelial 
cells [13] and atherosclerotic lesions [14]. Adiponectin and its globular form have 
been shown to reduce atherosclerosis in apoE-/- mice [15] and to improve endothelial 
function [16]. 
  
 Endothelial progenitor cells (EPCs) are circulating cells [17] involved in 
vascular repair and neovascularisation [18]. This heterogeneous population of cells 
can be isolated from peripheral blood and can differentiate into endothelial cells in 
culture [17]. Following injection, EPCs improve hind limb ischemia recovery and a 
fraction of these cells can be incorporated in sites of angiogenesis [17]. Isolated EPCs 
can accelerate reendothelialization and restore endothelial function of denuded 
arteries [19]. The number and function of circulating EPCs are inversely correlated to 
the number of cardiovascular risk factors like hypertension, diabetes and LDL 
cholesterol levels and are decreased in CAD [20]. On the contrary, there is a direct 
correlation between plasma adiponectin and circulating number of EPCs [21]. The 
impairment of the number and functions of EPCs in cardiovascular diseases suggests 
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that restoration of human EPCs potential may be important in the treatment of these 
pathologies. 
  
 We hypothesised that human EPCs express the adiponectin receptors and 
that some of the protective effects of adiponectin against atherosclerosis could be 
explained by its interaction with EPCs. 
 
C.  MATERIALS AND METHODS 
  
 The study was approved by the Montreal Heart Institute Research Ethics 
Committee. Informed written consent was obtained from each subject prior to 
participation. 
 
C.1. Production and purification of adiponectin 
 
 The full-length human adiponectin cDNA was fused to a C-terminal hexa-
histidine tag and sub-cloned into pcDNA 3.1 zeo vector (Invitrogen, Carlsbad CA, 
USA). The resulting vector was used to stably transfect HEK 293T cells (ATCC, 
Manassas VA, USA). Hexa-histidine tagged human recombinant adiponectin secreted 
by the selected cell clone in serum-free DMEM was purified by nickel affinity 
chromatography by FPLC. Dialysis against PBS was performed to remove imidazole 
used for elution. Endotoxin contamination was removed by using ActiClean Etox 
columns (Sterogene Bioseparation, Carlsbad CA, USA). 
 
C.2. EPCs culture 
 
 Blood samples were collected from healthy male (n=3) and female (n=2) 
volunteers. Plasma analysis of glucose, lipid profile and C-reactive protein (CRP) 
was performed using an automated filter photometer system and nephelometry-based 
high sensitivity (hs-CRP) assay (Dimension RxL Max, Dade Behring IL, USA) to 
ensure a normal profile with no major signs of diabetes, dyslipidemia or systemic 
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inflammation (Supplementary Table 1, p. 74). Plasma adiponectin was quantified by 
Adiponectin (Multimeric) EIA (ALPCO Diagnostics, Salem NH, USA). 
 
 Venous blood was collected in anticoagulant citrate dextrose (ACD). Blood 
was then diluted in PBS and layered on Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, 
Piscataway NJ, USA). After centrifugation, mononuclear cells were collected, 
washed in PBS and resuspended in endothelial growth medium-2 (EGM-2, Lonza, 
Walkersville MD, USA) completed to 20% serum with ES Cells Qualified Mexico 
(ESQM) serum (Gibco/Invitrogen, Grand Island NY, USA). The cells were seeded in 
6-well plates coated with type I collagen (BD Biosciences, Bedford MA, USA) at a 
density of 1.5 x 107 cells/well and grown in culture at 37°C, 5% CO2. After four 
days, adherent cells were washed with PBS and incubated in fresh EGM-2 20% 
ESQM at 37°C, 5% CO2. The EPCs were characterized by uptake of Dil-acetylated 
low-density lipoproteins (ac-LDL) (Invitrogen) and FITC-conjugated lectin binding 
(Sigma-Aldrich, St-Louis MO, USA). Tests on EPCs and their immunophenotypic 
characterization were performed after seven days in culture. 
 
 Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) and human coronary 
artery endothelial cells (HCAECs) (Lonza) were cultured in EGM-2 media. 
 
C.3.  Immunofluorescence analysis 
 
 Cell surface markers were analyzed by flow cytometric immunophenotyping. 
Primary antibodies used were: CD14-PerCP (clone MΦP9, mouse IgG2bκ) (BD 
Biosciences), CD31-FITC (clone WM59, mouse IgG2κ) (BD Biosciences), CD34-
FITC (clone AC136, mouse IgG2a) (Miltenyi, Auburn CA, USA), CD45-FITC (clone 
2D1, mouse IgG1κ) (BD Biosciences), CD133/2-PE (clone 293C3, mouse IgG2b) 
(Miltenyi), VE-cadherin (CD144)-PE (clone TEA1/31, mouse IgG1) (Beckman 
Coulter, Mississauga, Canada), VEGFR2 (KDR) (clone KDR/EIC, mouse IgG1) 
(Abcam, Cambridge MA, USA). For VEGFR2 detection, secondary antibody goat 
anti-mouse IgG-PE (Sigma-Aldrich) and mouse control isotype IgG1 (R&D Systems, 
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Minneapolis MN, USA) were used. AdipoR1 was detected with a mouse monoclonal 
antibody against human AdipoR1 (Abcam) using mouse isotype IgMκ (Abcam) as 
control antibody, both conjugated to APC using Phycolink Allophycocyanin 
conjugation kit (Prozyme, San Leandro CA, USA). Cell labelling was detected by 
flow cytometry (LSRII, BD biosciences) and analyzed on Diva (BD) or FlowJo 
(TreeStar, Ashland OR, USA) software.  
 
C.4.  Quantitative PCR 
 
 RNA was purified from cells, detached with 1 mM EDTA-PBS, using the 
Absolutely RNA Micropreps kit (Stratagene, Santa Clara CA, USA). Content and 
RNA quality were evaluated by Agilent RNA 6000 Nano II assays (Agilent 
Technologies, Santa Clara CA, USA) on Agilent 2100 Bioanalyzer and only RNA 
preparation of RIN (RNA integrity number) higher than 8 were used. Complementary 
DNA was synthesised with SuperScript III First-Strand Synthesis System for RT-
PCR (Invitrogen) on 1 μg of total RNA. 
 
 Oligonucleotides were purchased from Integrated DNA Technologies 
(Coralville IA, USA). Five genes were studied: AdipoR1, AdipoR2, H-cadherin, 
adiponectin and neutrophil elastase (see sequences in Supplementary Table 2, p. 75). 
All data were expressed in relation to GAPDH expression levels. Platinum SYBR 
Green qPCR Supermix-UDG (Invitrogen) was used and the PCR reactions were 
performed in a Mx3005P (Stratagene) quantitative system. Relative mRNA 
quantification was analyzed using the MXPro software (version 3.0) using 
comparative quantification corrected by the ΔΔCt method [22]. 
 
C.5. Western blotting 
 
 Cells were lysed in lysis buffer (50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 20 mM sodium 
fluoride, 20 mM β-glycerophosphate, 5 mM EDTA, 10 mM EGTA, 1 mM sodium 
orthovanadate (Na3VO4), 1% (v/v) Triton, 1% (v/v) protease inhibitor cocktail 
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(Sigma- Aldrich). Protein content was determined using Bio-Rad Protein Assay kit 
(Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA). Proteins were denatured using Laemli 
buffer and boiling. Electrophoresis was performed on 12.5 or 15% SDS-
polyacrylamide gels and transferred on nitrocellulose membrane (Bio-Rad 
Laboratories). Immunoblotting was performed in 5% skimmed milk in TBST using a 
rabbit polyclonal antibody against human AdipoR1 (Phoenix Pharmaceuticals, 
Burlingame CA, USA) or a rat monoclonal antibody against human adiponectin 
(R&D Systems). Goat anti-rabbit IgG (Alpha Diagnostic, San Antonio TX, USA) or 
goat anti-rat IgG (Bethyl Laboratories, Montgomery TX, USA) secondary antibodies 
conjugated to HRP were used. Detection was performed using Western Lightning 
Plus-ECL reagents (Perkin-Elmer, Waltham MA, USA) and BioMax Light films 
(Kodak, Rochester NY, USA). 
 
C.6.  Cell apoptosis assay 
 
 Apoptosis was induced by overnight serum deprivation. Cells were put in 
complete media (EGM-2 20% ESQM for EPCs and EGM-2 for HUVECs), deprived 
media (EBM-2 without serum) or deprived media with 10 μg/mL adiponectin. EPCs 
were detached with dispase (Gibco/Invitrogen), HUVECs were trypsinized (Sigma-
Aldrich) and resuspended in Annexin Binding Buffer 1X (BD Biosciences). Cells 
were incubated with Annexin-FITC (BD Biosciences) and Propidium Iodide Staining 
Solution (BD Biosciences) and analyzed by flow cytometry (LSRII, BD Biosciences). 
 
C.7.  Elastase activity assay 
 
 Neutrophil elastase activity was assessed in conditioned media using 
Innozyme Human Neutrophil Elastase Immunocapture Activity Assay Kit 
(Calbiochem, EMD Chemicals, San Diego CA, USA). Processing of adiponectin by 
neutrophil elastase was obtained using incubation of adiponectin at 4 μg/mL (R&D 
Systems) and 0.48 U/mL purified neutrophil elastase (Calbiochem) in buffer (0.2M 
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Tris pH 8.0, 0.1 M NaCl, 0.02% NaN3 and 0.1% PEG8000) during 3 hours at 37°C 
and detected by Western blot. 
 
C.8.  Statistical analysis 
 
 Statistical analyses were performed by ANOVA for repeated measures 
unless noted otherwise. All analyses were performed with SAS release 8.2 (SAS 
Institute Inc., Cary NC, USA) and a P-value less than 0.05 was considered 
statistically significant. Data are expressed as mean ± SEM. 
 
D.  EXPERIMENTAL RESULTS 
 
D.1.  EPCs characterization 
 
 Peripheral blood mononuclear cells were collected and seeded on collagen-
coated plates for seven days. Culture of circulating angiogenic cells, thereafter called 
EPCs, which are mostly derived from the monocyte subsets, gave rise to the typical 
type of colony consisting of a central core of round cells surrounded by spindle 
shaped cells (Figure 3A, p. 61). Typical characterization of EPCs by Dil-acLDL 
uptake (Figure 3B, red, p. 61) and by FITC-conjugated lectin binding (Figure 3C, 
green, p. 61) was performed and demonstrated the staining with both markers (Figure 
3D, orange, p. 61). 
  
 The heterogeneity of EPCs can be observed in a dot plot of the forward and 
side scatter of light from cells analyzed by flow cytometry (Figure 4A, p. 62). The 
whole EPCs population (P1) can be subdivided into three subpopulations (SP1-SP3) 
of different size and granularity (Figure 4B, p. 62). 
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Figure 3: Endothelial progenitor cells (EPCs) phenotyping. (A) A representative 
EPCs colony. (B) Staining of EPCs for Dil-acLDL uptake. (C) Staining of EPCs with 
FITC conjugated lectin. (D) Merge of Dil-acLDL and FITC-conjugated lectin images 
(10X magnification). 
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Figure 4: Characteristics of EPCs subpopulations. (A) Definition of the three main 
subpopulations by flow cytometry analysis based on light scatter profile. (B) 
Proportion of each subpopulation from the P1 population (n=5). (C) Characterization 
of EPCs subpopulations by flow cytometric immunophenotyping. (n=5, *P<0.001 vs 
SP1 and SP2, **P<0.05 vs SP1). 
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 To get a better understanding of these EPCs subpopulations, we used 
antibodies to markers commonly used to characterize EPCs (Figure 4C, p. 62). The 
progenitor properties of EPCs were assessed by cell surface expression of CD133 and 
CD34 and the presence of the endothelial cell markers KDR (VEGFR2) and CD144 
(VE-cadherin) were demonstrated in levels comparable to results obtained from other 
groups after similar cell culture conditions. Compared to the other subpopulations, 
the subpopulation 3 (SP3) has statistically higher proportion of cells expressing three 
specific markers: KDR and the monocytes/macrophages markers, CD14 and CD31, 
the latter one being also expressed on endothelial cells. Mean fluorescence intensity 
shifts were also assessed to characterize subpopulations (Supplementary Table 3, p. 
76). 
 
D.2.  Adiponectin receptor expression 
 
 To investigate the expression of adiponectin receptors in EPCs, qPCR was 
used to compare the mRNA expression of the whole EPCs population. We show that 
EPCs express the mRNAs for both adiponectin receptors, AdipoR1 and AdipoR2 at 
higher levels than endothelial cells (Figure 5A, p. 64). The mRNA for AdipoR1 is 
expressed in EPCs to a greater level than that of AdipoR2. The mRNA expression of 
both receptors varies through time in culture, with a tendency to be higher after 10 
days. No expression of H-cadherin, a putative adiponectin receptor, could be detected 
in EPCs (data not shown). The presence of the AdipoR1 receptor protein was 
confirmed by Western blot detection (Figure 5B, p. 64). AdipoR1 could be detected 
at the cells’ surface by flow cytometry, with a tendency to being higher in SP1 versus 
SP3 (P=0.088) (Figure 5C, p. 64). 
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Figure 5: Adiponectin receptor expression. (A) mRNA expression by qPCR for 
AdipoR1 and AdipoR2 at different times in culture (n=5 for EPCs, n=3 for 
endothelial cells, *P<0.05 vs 10 days, **P<0.05 vs all EPCs by Student’s t-test). (B) 
Western blot analysis for AdipoR1 after 7 days in culture (EPCs from 3 different 
donors) below, AdipoR1 expression reported on GAPDH expression. (C) Flow 
cytometry immunophenotyping of EPCs subpopulations for AdipoR1 by mean 
fluorescence intensity shift (n=5). 
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D.3.  Adiponectin effects on apoptosis 
 
 After overnight incubation in condition of serum deprivation, the presence of 
adiponectin at 10 μg/mL resulted in significant changes in the proportion of EPCs 
subpopulations. The subpopulation SP1 is positively influenced by adiponectin, 
compared to its levels in normal or in starvation conditions (Figure 6A, p. 66). On the 
contrary, the proportion of subpopulation SP3 is decreased when adiponectin is 
added. No significant effect is detectable on the subpopulation SP2. Treatment of 
EPCs with adiponectin in starvation conditions improves survival rates of 
subpopulation SP1 and SP2 (Figure 6B, p. 66). Incubation of cells with adiponectin 
did not improve survival of cells from subpopulation SP3 and neither did it 
significantly improve the overall survival. On serum-starved endothelial cells, no 
significant effect of adiponectin on cell survival was detected (data not shown). 
 
D.4. Neutrophil elastase expression and activity 
 
 EPCs, but not endothelial cells (data not shown), express detectable levels of 
the mRNA for neutrophil elastase. Expression of neutrophil elastase increases with 
time in culture (Figure 7A, p. 67). Enzymatic neutrophil elastase activity can be 
detected in conditioned media from EPCs (Figure 7B, p. 67). Adiponectin cleavage 
by incubation with purified neutrophil elastase generated the globular fragment of 
adiponectin (Figure 7C, p. 67). 
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Figure 6: Influence of adiponectin stimulation in serum deprivation: (A) on the 
proportion of EPCs subpopulations. (*P<0.05 vs control, **P<0.05 vs serum 
deprivation) (B) on the ratio of surviving cells (n=5, *P<0.05 vs serum deprivation). 
Controls are represented by cells exposed to complete media. 
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Figure 7: Neutrophil elastase in EPCs. (A) mRNA expression by qPCR for neutrophil 
elastase at different times in culture (n=5, *P<0.05 by Student’s t-test, n.d. not 
detected) (B) Neutrophil elastase activity in conditioned media from EPCs and 
HUVECs (n=3, *P<0.05 by Student’s t-test) (C) Processing of adiponectin by 
neutrophil elastase detected by Western blot (lane 1: control reaction without 
neutrophil elastase, lane 2: reaction with purified neutrophil elastase). 
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E.  DISCUSSION 
 
 EPCs are described as a heterogeneous population [23] and as such, a 
unanimous definition of endothelial progenitor cells has yet to be achieved. In this 
study, we described the circulating angiogenic cells, also called early outgrowth 
culture-expanded EPCs, as being composed of three main subpopulations bearing 
different surface markers. EPCs derived from peripheral blood mononuclear cells 
have previously been described as being composed of two subpopulations based on 
light scatter by flow cytometry where our subpopulations SP1 and SP2 are probably 
grouped under one subpopulation [24]. As expected by its light scatter pattern, the 
subpopulation SP3, with its high expression of CD14 and CD31, mainly shows 
macrophage/monocytes lineage affiliation. This subpopulation showed the most 
homogeneity in expression and mean fluorescence intensity. All three subpopulations 
show strong CD45 expression (data not shown) similarly to previously published data 
[25] and mixed expression of progenitors and endothelial markers consistent with the 
literature [23]. 
 
 Adiponectin-stimulated increase in the proportion of the subpopulation SP1 
in cultured EPCs is counterbalanced by a decrease in the subpopulation SP3. The 
smaller proportion of subpopulation SP2 could explain the absence of a detectable 
change in proportion of the total population when stimulated. The increase in 
subpopulation SP1 proportion added to both the protection against apoptosis of this 
population by adiponectin and the expression of endothelial and progenitor markers 
may indicate a particular importance of this subpopulation of EPCs in vascular repair 
in atherosclerosis [19]. 
 
 The physiological concentration of adiponectin that we used in this study 
protected some subpopulations of EPCs against apoptosis by serum deprivation. The 
relative importance of the subpopulation SP3 and its poor responsiveness to 
adiponectin, possibly due to a lower expression of AdipoR1, could be responsible for 
the absence of significant protection of total EPCs against apoptosis. Since HUVECs 
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express lower levels of adiponectin receptors mRNA, their lack of response to the 
same concentration of adiponectin during apoptosis induced by starvation may have 
been predictable. Using an adiponectin preparation enriched in the HMW form, it has 
been demonstrated that adiponectin can protect HUVECs against apoptosis by 
starvation and that this protection is HMW specific [26]. The observations of 
protection against apoptosis of subpopulations of EPCs by adiponectin support the 
possible implication of adiponectin in conditions of vascular repair in humans and 
could explain part of its protective role against atherosclerosis. These results can also 
explain the correlation between circulating levels of adiponectin and EPCs [21] and 
the absence of EPCs increase in hindlimb ischemia in adiponectin knock-out mice 
[27] that were previously reported. 
 
 We demonstrated here the expression of neutrophil elastase mRNA in EPCs, 
which validate results from a previous microarray analysis of EPCs [28]. The 
expression of this mRNA produces a functional elastase that appears to be secreted in 
significant concentration. Since neutrophil elastase can generate the globular form of 
adiponectin and the adiponectin receptor AdipoR1 has a better affinity for globular 
adiponectin, the expression of neutrophil elastase and of high levels of AdipoR1 by 
EPCs could modulate adiponectin signalling in EPCs. We also observed low level 
expression of adiponectin mRNA in EPCs (Supplementary Figure 1, p. 77). Taken 
together, these results suggest the presence of a positive autocrine or paracrine 
retroaction feedback loop where EPCs produce and process adiponectin and could be 
further stimulated by the processed protein. 
 
 For the first time, characterization of EPCs into three subpopulations based 
on light scatter by flow cytometry and the impact of adiponectin exposure on these 
subpopulations has been determined. Our data show that these subpopulations 
express adiponectin receptors and that physiological levels of adiponectin can 
positively affect survival of subpopulations of EPCs. EPCs expression of a functional 
neutrophil elastase could modify the local action of adiponectin on EPCs. These 
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findings may help to explain the beneficial effects of adiponectin against 
atherosclerosis and in vascular repair. 
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G. SUPPLEMENTARY DATA 
 
Supplementary Table I : Plasma analysis for cardiovascular related markers in our 
healthy volunteers (n=5) 
Analysis Obtained values Normal values 1 
Adiponectin Total  4.1 ± 0.9 μg/ml 3-30 μg/ml 2 
 
High molecular 
weight 
2.3 ± 0.5 μg/ml 0.84-6.36 μg/ml 3 
Glucose 4.9 ± 0.3 mmol/L  4.2-6.0 mmol/L 
hs-CRP 1.1 ± 0.2 mg/L 0.00-3.00 mg/L 
Total cholesterol 3.6 ± 0.4 mmol/L < 5.20 mmol/L 
HDL-cholesterol 1.08 ± 0.09 mmol/L  >1.04 mmol/L 
LDL-cholesterol 2.0 ± 0.3 mmol/L  < 2.60 mmol/L 
Ratio total cholesterol/HDL 3.3 ± 0.2  2.00-4.70 
Triglycerides 1.0 ± 0.1 mmol/L < 1.70 mmol/L 
 
1 NCEP (2001). Executive summary of the third report of the National 
Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection, 
Evaluation and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult 
Treatment Panel III). JAMA, 2486-97. 
2 Katagiri H, Yamada T, Oka Y. Adiposity and cardiovascular disorders: 
disturbance of the regulatory system consisting of humoral and neuronal 
signals. Circ Res 2007;101:27-39. 
3 Shibata S, Saeki H, Tada Y, Karakawa M, Komine M, Tamaki K. Serum 
high molecular weight adiponectin levels are decreased in psoriasis patients. 
J Dermatol Sci 2009;55:62-3. 
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Supplementary Table II : Primer sequences for RT-PCR 
AdipoR1 
NM_015999 
Forward primer: 5’-CTATCGCTGAGGGCTTTG-3’ 
Reverse primer: 5’-AATCTGATGAGACTGGAACC-3’ 
AdipoR2 
NM_024551 
Forward primer: 5’-GCAGCCATTATAGTCTCC-3’ 
Reverse primer: 5’-AGCATCAACCAGCCTATC-3’ 
H-cadherin 
NM_001257 
Forward primer: 5’-CAGAATCAATGAGAACACAG-3’ 
Reverse primer: 5’-CACAATGACTTCCAGAGG-3’ 
Adiponectin 
NM_004797 
Forward primer: 5’-AGGAAACCACGACTCAAG-3’ 
Reverse primer: 5’-ACCGATGTCTCCCTTAGG-3’ 
Neutrophil elastase 
NM_001972 
Forward primer: 5’-CAGCAACGTCTGCACTCTC-3’ 
Reverse primer: 5’-GAGGCAATTCCGTGGATTAGC-3’ 
GAPDH 
NM_002046 
Forward primer: 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’ 
Reverse primer: 5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’ 
 
 Primer pairs were designed using Beacon Designer 7.0 (Premier Biosoft 
International, Palo Alto CA, USA) for all these genes. Only primer pairs generating 
over 90 % of efficiency and absence of primer dimers were selected for this study. 
GAPDH was chosen as normalizer after confirmation of its constancy in all 
specimens.  
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Supplementary Table III : Mean fluorescence intensity shiftsa by flow cytometry 
immunophenotyping (n=5, *p<0.01 vs SP1 and SP2, **p<0.05 vs SP2 and SP3) 
 SP1 SP2 SP3 
CD133 228 ± 81 % ** 76 ± 49 % 22 ± 9 % 
CD34 69 ± 24 % 37 ± 11 % 38 ± 12 % 
KDR 15 ± 17 % 21 ± 21 % 17 ± 11 % 
CD144 54 ± 38 % 31  ± 24 % 16 ± 8 % 
CD31 598 ± 58 % ** 268 ± 37 %  316 ± 68 % 
CD14 57 ± 14 % 136 ± 66 % 567 ± 144 % * 
 
a Shifts in mean fluorescence intensity were expressed as percentage of shift on mean 
fluorescence intensity of negative control. Shift was calculated by subtracting the 
intensity obtained for the control cells from the positive cells. 
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Supplementary figure 1 : Adiponectin mRNA expression by qPCR reported against 
GAPDH at different times in culture (n=5) 
 
 
 
 
 
 
 RÉSULTATS SUPPLÉMENTAIRES 
 
 
A. PRODUCTION ET PURIFICATION D’UNE ADIPONECTINE 
RECOMBINANTE 
 
 Dans l’optique de la stimulation des EPCs par l’adiponectine, il était 
important de produire une adiponectine recombinante humaine pure et dont la 
structure était la plus près possible de la réalité physiologique. Sur gel dénaturant 
(figure 8, p. 78), seules deux bandes protéiques sont détectables, la bande principale à 
33 kDa et une bande beaucoup moins importante à environ 70 kDa. Cette seconde 
bande apparait aussi en immunobuvardage de type Western. L’analyse sur gel a aussi 
permis d’évaluer la pureté de la protéine à plus de 95 % (figure 8, p. 78).  
 
 
Figure 8 : Caractérisation de l’adiponectine. (A) L’adiponectine recombinante (10 μg) 
a été mise sur gel SDS-PAGE et colorée au bleu de Coomassie. (B) Caractéristiques 
moléculaires de l’adiponectine. 
 
 La capacité de l’adiponectine à lier les endotoxines étant connue (Peake et 
al., 2006), les endotoxines présentes en solution ont été mesurées et évaluées à moins 
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de 0,06 unités d’endotoxines (EU) par millilitres ce qui correspond aux normes 
d’injection de la United States Pharmacopeial (USP) Convention. La proportion des 
différentes formes de l’adiponectine influant la fonction de l’adiponectine, le taux de 
la forme de haut poids moléculaire a été dosée et se situe entre 14 et 17 % selon les 
lots. 
 
B. CELLULES PROGÉNITRICES ENDOTHÉLIALES TARDIVES 
 
 Il a été possible d’obtenir à partir d’EPCs en culture des EPCs tardives ayant 
de grande capacité proliférative pour un seul de nos donneurs sains (figure 9, p. 79). 
Ces cellules présentent une morphologie de pavé et peuvent former une monocouche 
cellulaire. Les EPCs tardives peuvent reproduire cette monocouche après avoir été 
subdivisés. 
 
 
 
A B
Figure 9 : Cellules progénitrices endothéliales tardives en culture. A Grossissement 
10 X. B Grossissement 20 X. 
 
 L’expression de gènes liés à l’adiponectine par les EPCs tardives, soit les 
récepteurs de l’adiponectine, l’élastase des neutrophiles et l’adiponectine elle-même a 
été évaluée par qPCR. Les EPCs tardives expriment les deux récepteurs de 
l’adiponectine, AdipoR1 et AdipoR2 (figure 10A, p. 80). Tout comme dans les EPCs, 
AdipoR1 est plus exprimé dans les EPCs tardives qu’AdipoR2. Aucune expression de 
H-cadhérine, un récepteur possible de l’adiponectine, ni de l’élastase des neutrophiles 
n’a été détectée dans les EPCs tardives. Contrairement aux EPCs qui n’expriment que 
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faiblement l’adiponectine (supplementary figure 1, p. 77), les EPCs tardives 
expriment l’adiponectine à de hauts niveaux (figure 10B, p. 80). 
 
 
A B
 
Figure 10 : Expression d’ARNm des récepteurs de l’adiponectine. (A) et de 
l’adiponectine (B) par les EPCs tardives par qPCR (données présentées ± l’écart à la 
moyenne).  
 
C. FONCTIONS DE L’ADIPONECTINE 
 
 L’adiponectine semble avoir des effets inhibiteurs sur la migration des EPCs 
(figure 11, p. 81). Ces effets ne sont pas significatifs dû à la grande disparité des 
résultats entre individus. Bien que l’adiponectine soit, sur la plupart des EPCs, 
inhibitrice de la migration des EPCs, parfois même fortement, une augmentation de la 
migration des EPCs a déjà pu être observée chez certains donneurs. Ces effets 
apparemment contradictoires sont aussi observables avec la stimulation à la 
polymyxine B. Seule la double stimulation adiponectine et polymyxine B a toujours 
donné une inhibition de la migration des EPCs. 
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Figure 11 : Migration d’EPCs en chambres de Boyden modifiées. (n=5, données 
présentées par ratio par rapport au contrôle). 
  
C.1. Apoptose en privation de sérum 
 
 Tel que mentionné plus haut, l’adiponectine a un effet sur la proportion 
occupée par chacune des sous-populations d’EPCs, nommément les sous-populations 
SP1 et SP3 (figure 6A, p. 66 et figure 12, p. 82). La polymyxine B, un inactivateur de 
l’activité des endotoxines, utilisée comme contrôle, a un effet similaire quoique 
moindre sur ces populations. Quand les cellules sont stimulées à la fois avec 
l’adiponectine et la polymyxine B, la variation dans les sous-populations est 
significativement réduite par rapport à la variation causée par l’adiponectine seule 
(figure 12, p. 82). 
 
 L’adiponectine améliore de façon significative la survie cellulaire des sous-
populations SP1 et SP2 en privation de sérum (figure 6B p. 66 et figure 13, p. 83). Le 
traitement à la polymyxine B n’a aucun effet significatif sur l’apoptose des EPCs. Le 
traitement combiné à l’adiponectine et la polymyxine B permet de retrouver les effets 
causés par l’adiponectine seule sur la sous-population SP1. La baisse de survie 
cellulaire subite par les cellules endothéliales suite à la privation de sérum n’est pas 
augmentée ni diminuée par le traitement à l’adiponectine ni d’ailleurs par celui à la 
polymyxine B (figure 13, p. 83). 
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Figure 12: Effets de stimulations sur la proportion des sous-populations d’EPCs. (n=5, *P<0,05 versus contrôle, **P<0,05 versus 
privation de sérum, ¤P<0,05 versus adiponectin).  
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Figure 13: Effets de stimulations sur la survie relative de cellules endothéliales et d’EPCs en privation de sérum (n=5 pour les EPCs, 
n=3 pour les HUVECs *P<0,05 versus privation de sérum, données présentées par ratio par rapport au contrôle). 
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DISCUSSION 
 
 Les EPCs sont, depuis leur découverte, décrites comme étant une population 
hétérogène de cellules exprimant divers niveaux de marqueurs plus ou moins 
spécifiques (Shibata et al., 2009). Aucun consensus n’existe présentement sur la 
caractérisation précise des EPCs. Plusieurs combinaisons de marqueurs de surface, 
par exemple CD34+, CD133+ et KDR+ (Hristov et al., 2003) ou encore CD14+, 
CD31+ et KDR+ (Gulati et al., 2003), ont été proposées pour définir les EPCs. Nous 
démontrons que les EPCs obtenues en culture sont en fait composées de trois sous-
populations principales distinctes en taille et en granulosité ainsi que par leur 
expression de marqueurs de surface. Une division des EPCs en sous-populations a 
déjà été proposée (Bellik et al., 2005) mais ne décrivait que deux sous-populations. 
La dispersion des cellules selon leur taille et leur granulosité en cytométrie peut 
rappeler une distribution de PBMCs. Il n’est donc pas surprenant, de par sa 
disposition, que la sous-population SP3 présente des niveaux élevé de CD14 et CD31. 
Cela suggère une affiliation à la lignée monocyte/macrophage, quoique la présence 
significativement élevée de KDR et l’expression de CD31 puissent plutôt démontrer 
un certain phénotype endothélial. La sous-population SP3 semble donc présenter le 
bi-phénotype monocytaire/endothélial (Sharpe et al., 2006). En concordance avec la 
littérature (Rehman et al., 2003), toutes les sous-populations expriment fortement 
CD45 (données non présentées). Les sous-populations expriment aussi à différents 
niveaux des marqueurs endothéliaux et de progéniteurs, correspondant à des données 
déjà publiées (Yoon et al., 2005). Il est fort possible que les niveaux d’expression 
publiés sur les EPCs de façon générale soit en fait la moyenne de l’expression des 
différentes sous-populations d’EPCs. Les différentes définitions rapportées dans la 
littérature seraient donc en partie explicables par les sous-populations étudiées. Par 
exemple, une étude limitant son analyse aux sous-populations SP1 et SP2, dont la 
dispersion en taille et granulosité est semblable, n’obtiendrait que très peu de cellules 
CD14+.  
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 Il est fréquent de n’observer que le pourcentage de cellules positives pour en 
faire la caractérisation par immunofluorescence. Pourtant, l’analyse de l’intensité 
moyenne de fluorescence des cellules peut nous en apprendre plus (supplementary 
table III, p.?). Dans le cas qui nous intéresse, la sous-population SP1 a une 
augmentation moyenne d’intensité de fluorescence plus grande que la sous-
population SP3 sur deux marqueurs, CD31 et CD133 alors que les pourcentages de 
cellules positives sont inverses. Cela signifie que plus de cellules de la sous-
population SP3 expriment ces marqueurs de surface mais en faible quantité, alors que 
les cellules de la sous-population SP1 les expriment fortement sur un plus petit 
nombre de cellules. Cela suppose que la sous-population SP3 est plus homogène que 
la sous-population SP1.  
 
 Pour obtenir les effets spécifiques de la stimulation ces cellules par 
l’adiponectine, la préparation de la protéine se devait d’être la plus rigoureuse 
possible. L’analyse de la solution finale a permis de certifier de la qualité de la 
préparation d’adiponectine. Seules les bandes de l’adiponectine (33 kDa) et de 
l’adiponectine trimérique sont visibles sur gel d’acrylamide. La bande de 
l’adiponectine trimérique, située à environ 70 kDa, est visible même en condition 
dénaturante et correspond à une bande observée précédemment par 
immunobuvardage de type Western (Nakano et al., 1996). Une étude ayant démontré 
que l’adiponectine de haut poids moléculaire a un effet spécifique sur l’inhibition de 
l’apoptose des cellules endothéliales (Kobayashi et al., 2004), le dosage de la forme 
HMW de l’adiponectine recombinante a permis de confirmer l’oligomérisation de la 
protéine. Le taux d’adiponectine de haut poids moléculaire obtenu est inférieur à 
celui déjà observé chez l’humain dans notre laboratoire (données non présentées). 
Bien qu’il soit connu que le calcium est impliqué dans l’oligomérisation de 
l’adiponectine, le mécanisme complet de formation de l’adiponectine de forme HMW 
n’est pas élucidé. Il est possible qu’un faible de taux de calcium en solution pendant 
la purification de la protéine ait causé une dissociation des complexes d’adiponectine 
et qu’un meilleur contrôle du taux de calcium permette l’obtention d’un taux de la 
forme HMW plus près de ce qui est observé chez l’humain. Finalement, la 
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contamination de l’adiponectine par les endotoxines étant probable mais indésirable, 
les niveaux d’endotoxines ont été mesurés et les endotoxines ont dû être enlevées au 
maximum puisqu’elles étaient présentes initialement en concentration suffisante pour 
avoir des effets délétères. La concentration finale acceptable en endotoxines a été 
fixée à moins de 0,06 EU/ml, norme USP pour les injections. 
 
 Il est connu que les endotoxines peuvent induire l’apoptose dans certaines 
cellules et que l’adiponectine peut se lier aux endotoxines et inhiber leur activité 
(Peake et al., 2006). Pour s’assurer que l’inhibition de l’apoptose observée en 
présence d’adiponectine n’était pas qu’un effet contre les endotoxines pouvant être 
présentes en culture, la polymyxine B a été utilisée comme contrôle. Étant donné que 
la polymyxine B améliore de façon non significative la survie des EPCs en privation 
de sérum et que la stimulation avec l’adiponectine et la polymyxine B présente la 
même protection que l’adiponectine seule, la protection apportée par l’adiponectine 
semble distincte de son habileté à inhiber les endotoxines. L’adiponectine pourrait 
donc protéger les EPCs contre l’apoptose induite autant par la privation de sérum que 
par les endotoxines. 
 
 La hausse de l’importance de la sous-population SP1 dans la population 
totale causée par la stimulation à l’adiponectine est contrebalancée par une 
diminution à peu près équivalente de la sous-population SP3. La taille de la sous-
population SP1 en présence d’adiponectine est plus importante, autant par rapport à la 
privation de sérum que par rapport aux conditions de culture normales avec sérum. La 
stimulation à la polymyxine B a mené au même type de réponse quoique le 
changement de taille de population ne soit significatif que par rapport à la privation 
de sérum. De plus, puisque la stimulation avec l’adiponectine et la polymyxine B 
combinées a démontré une diminution significative de la taille de la sous-population 
SP1 par rapport à la stimulation avec l’adiponectine seule, il y a donc un effet 
spécifique de l’adiponectine sur la variation des populations. Aucun effet n’a pu être 
observé sur la sous-population SP2. Ceci peut être expliqué par la taille plus petite de 
la sous-population SP2 par rapport à la population totale qui empêche la mesure d’un 
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changement significatif dans nos conditions expérimentales. L’augmentation de la 
taille proportionnelle de la sous-population SP1 dans la population totale, sa 
protection par l’adiponectine contre l’apoptose induite par privation de sérum ainsi 
que son expression de marqueurs endothéliaux pourraient suggérer une importance 
particulière de cette sous-population d’EPCs dans la réparation vasculaire 
subséquente à l’athérosclérose (He et al., 2004). 
 
 Certaines des sous-populations d’EPCs identifiées sont protégées par des 
concentrations physiologiques d’adiponectine contre l’apoptose par privation de 
sérum. Puisque la sous-population SP3 ne semble pas protégée par l’adiponectine en 
condition de privation de sérum et que cette sous-population représente une part 
importante de la population totale, il n’est pas surprenant qu’aucun effet significatif 
de l’adiponectine contre l’apoptose soit observé sur la population totale. De plus, 
puisque la sous-population SP3 a tendance à exprimer plus faiblement le récepteur 
AdipoR1, cela pourrait expliquer que l’adiponectine y ait un effet moindre. Nos 
observations d’une expression plus faible des récepteurs de l’adiponectine chez les 
HUVECs comparativement aux EPCs peuvent expliquer l’absence de réponse de ces 
cellules lorsqu’elles sont stimulées avec la même concentration d’adiponectine. Il a 
d’ailleurs été démontré que la protection des HUVECs contre l’apoptose en privation 
de sérum par l’adiponectine est spécifique à la forme de haut poids moléculaire. En 
effet, une préparation d’adiponectine enrichie en forme HMW protège efficacement 
les cellules endothéliales contre l’apoptose en privation de sérum (Kobayashi et al., 
2004). Les mécanismes sous-jacents à la protection des EPCs contre l’apoptose par 
l’adiponectine ne sont pas définis, mais il est possible que l’adiponectine active 
l’AMPK inhibant ainsi la voie du NF-κB en empêchant sa translocation au noyau. Ce 
mécanisme de protection par l’adiponectine a déjà été observé dans des cellules 
endothéliales vasculaires pour bloquer l’apoptose induite par IL-8 (Chandrasekar et 
al., 2008).  
 
 Nos observations de la protection de certaines sous-populations d’EPCs 
contre l’apoptose en condition de privation de sérum par l’adiponectine présentent un 
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intérêt clinique. En effet, ces observations soutiennent l’hypothèse de l’implication de 
l’adiponectine dans la réparation vasculaire chez l’humain et pourraient expliquer une 
partie du rôle protecteur de l’adiponectine contre l’athérosclérose. De plus, ces 
résultats peuvent expliquer la corrélation existante entre les niveaux plasmatiques 
d’adiponectine et le nombre d’EPCs circulantes (Matsuo et al., 2007). La privation de 
sérum étant une des facettes de l’ischémie, la protection par l’adiponectine des EPCs 
contre l’apoptose permet d’éclaircir l’absence de hausse du nombre d’EPCs dans un 
modèle d’ischémie des membres inférieurs chez des souris déficientes en 
adiponectine précédemment démontrée (Shibata et al., 2008). Il serait intéressant 
d’approfondir la compréhension des rôles des sous-populations SP1, SP2 et SP3 de 
façon individuelle dans diverses conditions pathologiques, par exemple dans des 
modèles d’ischémie-reperfusion. 
 
 De plus, l’expression des récepteurs de l’adiponectine sur les EPCs pourrait 
devenir un marqueur clinique du potentiel de réparation vasculaire. Une étude sur les 
récepteurs de l’adiponectine dans ces cellules pourrait permettre d’évaluer la 
variation de leur expression dans diverses pathologies comme le syndrome 
métabolique, le diabète et l’athérosclérose. Il serait alors possible de mieux expliquer 
les relations entre ces pathologies, la dysfonction endothéliales et la réparation 
vasculaire. Il est d’ailleurs fort possible qu’il existe une forme de résistance à 
l’adiponectine dans ces cellules alors qu’elles exprimeraient de faible taux de 
récepteurs. Ainsi, un traitement à l’adiponectine, quoique hypothétiquement 
bénéfique, ne serait en fait d’aucune utilité si les EPCs n’expriment que très peu les 
récepteurs de l’adiponectine en conditions pathologique. L’étude de mécanisme de 
hausse pharmacologique de l’expression des récepteurs de l’adiponectine sur les 
EPCs pourrait mener à un traitement qui, combiné à l’adiponectine, permettrait 
d’améliorer la survie des EPCs chez les patients, améliorant par le fait même la 
réparation vasculaire. 
 
 L’expression de l’élastase des neutrophiles par les EPCs que nous 
démontrons dans cette étude corrobore une analyse récente d’EPCs par criblage 
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d’ARNm (Furuhata et al., 2007). L’expression de cet ARNm permet la production 
d’une élastase fonctionnelle qui semble sécrétée en concentrations significatives. La 
capacité de l’élastase des neutrophiles précédemment démontrée (Waki et al., 2005) 
de cliver l’adiponectine en sa forme globulaire a pu être confirmée. Puisque l’élastase 
des neutrophiles peut produire la forme globulaire de l’adiponectine à partir de sa 
forme pleine longueur et que le récepteur de l’adiponectine AdipoR1 a une affinité 
plus élevée pour l’adiponectine globulaire, l’expression conjointe par les EPCs de 
l’élastase de neutrophiles et de hauts niveaux d’AdipoR1 pourrait permettre de 
moduler la signalisation par l’adiponectine chez les EPCs. Nous avons aussi observé 
de faibles niveaux d’expression des ARNm de l’adiponectine dans les EPCs. Une fois 
réunis, ces résultats suggère la présence d’une boucle de rétroaction positive 
autocrine ou paracrine où les EPCs peuvent produire et permettre la maturation de 
l’adiponectine et pourraient ensuite être stimulées par la protéine clivée. Il pourrait 
être intéressant d’explorer la régulation de l’expression et de la sécrétion de l’élastase 
par les EPCs. En effet, la stimulation de la sécrétion de l’élastase par des moyens 
pharmacologiques pourrait améliorer la réponse des EPCs en situation d’ischémie en 
modifiant les fonctions de l’adiponectine.  
 
 Il n’a été possible d’obtenir des EPCs tardives, à partir d’EPCs isolées, 
qu’une seule fois dans la douzaine de tentatives effectuées. Ce résultat concorde avec 
une étude notant que des EPCs tardives ont pu être isolées chez 71% des patients 
avec AVC, mais seulement chez environ 10% des personnes saines (Chu et al., 
2008). Les EPCs tardives obtenues correspondent à la description couramment 
acceptée de cellules ayant une morphologie semblable à des cellules endothéliales en 
forme de pavé et dont la capacité de prolifération est élevée, contrairement aux EPCs 
traditionnelles. L’adiponectine exprimée de façon potentiellement plus abondante par 
les EPCs tardives pourrait être sécrétée et activer les récepteurs présents sur les EPCs 
précoces. Les EPCs tardives auraient donc la capacité de protéger les EPCs précoces 
contre l’apoptose et potentiellement pourraient aussi avoir d’autres effets sur ces 
EPCs via la sécrétion d’adiponectine. Les EPCs précoces étant connues pour leurs 
fonctions sécrétrices (Miller-Kasprzak and Jagodziński, 2007), elles pourraient à leur 
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tour activer les EPCs tardives par diverses cytokines, expliquant l’activité synergique 
précédemment observée dans la revascularisation (Yoon et al., 2005). Puisqu’il a été 
démontré que les EPCs tardives sont plus fréquemment obtenues en conditions 
pathologiques (Chu et al., 2008), un traitement visant les EPCs tardives pour 
améliorer la réparation vasculaire pourrait être une avenue envisageable et 
prometteuse. Pour ce faire, la caractérisation plus approfondie des mécanismes de 
régulation cellulaire des EPCs tardives est nécessaire. 
 
 Bien qu’il manque toujours beaucoup d’information sur les EPCs, ces 
travaux permettent de mettre en lumière certains nouveaux aspects de ces cellules et 
ouvrent la voie à de nouvelles possibilités de recherche. En effet, nous démontrons 
pour la première fois une relation fonctionnelle entre les EPCs et l’adiponectine, tous 
deux étroitement corrélées avec différentes pathologies cardiovasculaires. Cette 
relation pourrait être utilisée dans d’éventuels traitements contre l’athérosclérose. La 
nouvelle subdivision des EPCs en trois sous-populations distinctes, selon leur 
distribution en taille et en granulosité en cytométrie de flux, pourrait permettre une 
meilleure caractérisation de cette population hétérogène de cellules. Les résultats que 
nous présentons démontrent que toutes les sous-populations d’EPCs expriment le 
récepteur 1 (AdipoR1) de l’adiponectine à des niveaux semblant variables et que des 
concentrations physiologiques d’adiponectine peuvent affecter positivement la survie 
de certaines populations d’EPCs. L’expression de l’élastase des neutrophiles 
confirmée chez les EPCs pourrait permettre localement la modification de l’activité 
de l’adiponectine sur les EPCs ou sur les cellules environnantes. L’ensemble de ces 
découvertes peut expliquer en partie les effets de l’adiponectine contre 
l’athérosclérose et dans la réparation vasculaire. De plus, il est maintenant possible de 
comprendre un peu plus la corrélation existante entre l’obésité et les maladies 
cardiovasculaires. 
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ANNEXE : CONSTRUCTION DE L’ADIPONECTINE RECOMBINANTE 
 
PCR 1   
Matrice : 3 oligonucléotides utilisés comme amorces 
Amorces :  
3’hAdipoQ his 1 (sens) : 5’ GCTTTCTTCTCTACCATGACACCAACCA 
3’hAdipoQ his 2 (sens) : 5’ CATGACACCAACCATCATCATCATCATC 
His6 stop XhoI (anti-sens) : 5’GTACTCGAGTCAGTGATGATGATGATGAT 
 
Produit :  
                                                                                                            --XhoI-   
1  gctttcttct ctaccatgac accaaccatc atcatcatca tcactgactc gagtac 
   ----------------------------Æ 
     ------------------------------Æ 
 cgaaagaaga gatggtactg tggttggtag tagtagtagt agtgactgag ctcatg 
                                Å------------------------------- 
      >>....................ORF......................>> 
      PheLeu LeuTyrHisAsp ThrAsnHis HisHisHis HisHis--- 
 
PCR 2  
Matrice : pCMV-Sport6 hAdipoQ  
Amorces :   
hAdipoQ pré-BglII (sens) : 5’GCATTCAGTGTGGGATTGGAGA  
3’hAdipoQ (anti-sens) : 5’ TGGTTGGTGTCATGGTAGAGAAGAAAGC 
 
Produit :  
 1 gcattcagtg tgggattgga gacttacgtt actatcccca acatgcccat tcgctttacc   
   ----------------------Æ 
   cgtaagtcac accctaacct ctgaatgcaa tgataggggt tgtacgggta agcgaaatgg   
      >>..........................'ORF-1'..........................> 
  115 PheSer ValGlyLeu GluThrTyrVal ThrIlePro AsnMetPro IleArgPheThr   
 
 
      -BglII- 
61 aagatcttct acaatcagca aaaccactat gatggctcca ctggtaaatt ccactgcaac   
   ttctagaaga tgttagtcgt tttggtgata ctaccgaggt gaccatttaa ggtgacgttg   
   >............................'ORF-1'............................> 
   LysIlePhe TyrAsnGln GlnAsnHisTyr AspGlySer ThrGlyLys PheHisCysAsn   
 
 
  xviii 
121attcctgggc tgtactactt tgcctaccac atcacagtct atatgaagga tgtgaaggtc   
   taaggacccg acatgatgaa acggatggtg tagtgtcaga tatacttcct acacttccag   
   >............................'ORF-1'............................> 
   IleProGly LeuTyrTyr PheAlaTyrHis IleThrVal TyrMetLys AspValLysVal   
 
181agcctcttca agaaggacaa ggctatgctc ttcacctatg atcagtacca ggaaaataat   
   tcggagaagt tcttcctgtt ccgatacgag aagtggatac tagtcatggt ccttttatta   
   >............................'ORF-1'............................> 
   SerLeuPhe LysLysAsp LysAlaMetLeu PheThrTyr AspGlnTyr GlnGluAsnAsn   
 
241gtggaccagg cctccggctc tgtgctcctg catctggagg tgggcgacca agtctggctc   
   cacctggtcc ggaggccgag acacgaggac gtagacctcc acccgctggt tcagaccgag   
   >............................'ORF-1'............................> 
   ValAspGln AlaSerGly SerValLeuLeu HisLeuGlu ValGlyAsp GlnValTrpLeu   
 
301caggtgtatg gggaaggaga gcgtaatgga ctctatgctg ataatgacaa tgactccacc   
   gtccacatac cccttcctct cgcattacct gagatacgac tattactgtt actgaggtgg   
   >............................'ORF-1'............................> 
   GlnValTyr GlyGluGly GluArgAsnGly LeuTyrAla AspAsnAsp AsnAspSerThr   
  
361ttcacaggct ttcttctcta ccatgacacc aacca 
   aagtgtccga aagaagagat ggtactgtgg ttggt 
          Å----------------------------- 
   >.............'ORF-1'.............>> 
   PheThrGly PheLeuLeu TyrHisAspThr Asn 
 
 
PCR 3  
Matrice : produits PCR 1 et 2 
Amorces :  
hAdipoQ pré-BglII (sens) : 5’GCATTCAGTGTGGGATTGGAGA 
His6 stop XhoI (anti-sens) : 5’GTACTCGAGTCAGTGATGATGATGATGAT 
 
Produit final :  
 1 gcattcagtg tgggattgga gacttacgtt actatcccca acatgcccat tcgctttacc 
   ----------------------Æ   
   cgtaagtcac accctaacct ctgaatgcaa tgataggggt tgtacgggta agcgaaatgg   
      >>..........................'ORF-1'..........................> 
  115 PheSer ValGlyLeu GluThrTyrVal ThrIlePro AsnMetPro IleArgPheThr   
  
    -BglII-      
61 aagatcttct acaatcagca aaaccactat gatggctcca ctggtaaatt ccactgcaac   
   ttctagaaga tgttagtcgt tttggtgata ctaccgaggt gaccatttaa ggtgacgttg   
   >............................'ORF-1'............................> 
 LysIlePhe TyrAsnGln GlnAsnHisTyr AspGlySer ThrGlyLys PheHisCysAsn   
 
121attcctgggc tgtactactt tgcctaccac atcacagtct atatgaagga tgtgaaggtc   
   taaggacccg acatgatgaa acggatggtg tagtgtcaga tatacttcct acacttccag   
   >............................'ORF-1'............................> 
   IleProGly LeuTyrTyr PheAlaTyrHis IleThrVal TyrMetLys AspValLysVal   
                                        
181agcctcttca agaaggacaa ggctatgctc ttcacctatg atcagtacca ggaaaataat   
   tcggagaagt tcttcctgtt ccgatacgag aagtggatac tagtcatggt ccttttatta   
   >............................'ORF-1'............................> 
   SerLeuPhe LysLysAsp LysAlaMetLeu PheThrTyr AspGlnTyr GlnGluAsnAsn   
 
 
  xix 
 
       
241gtggaccagg cctccggctc tgtgctcctg catctggagg tgggcgacca agtctggctc   
   cacctggtcc ggaggccgag acacgaggac gtagacctcc acccgctggt tcagaccgag   
   >............................'ORF-1'............................> 
   ValAspGln AlaSerGly SerValLeuLeu HisLeuGlu ValGlyAsp GlnValTrpLeu   
 
301caggtgtatg gggaaggaga gcgtaatgga ctctatgctg ataatgacaa tgactccacc   
   gtccacatac cccttcctct cgcattacct gagatacgac tattactgtt actgaggtgg   
   >............................'ORF-1'............................> 
   GlnValTyr GlyGluGly GluArgAsnGly LeuTyrAla AspAsnAsp AsnAspSerThr   
 
                                                              -XhoI- 
361ttcacaggct ttcttctcta ccatgacacc aaccatcatc atcatcatca ctgactcgag    
   aagtgtccga aagaagagat ggtactgtgg ttggtagtag tagtagtagt gactgagctc 
                                        Å---------------------------       
   >............................'ORF-1'...................> 
 PheThrGly PheLeuLeu TyrHisAspThr AsnHisHis HisHisHis His 
 
421tac 
 atg 
   --- 
       
